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"Se as coisas sao inatingiveis...oral
N&o € motivo para ndo queré-las...
Que tristes os caminhos,

se nédo fora
a presenca distante das estrelas!”

Mario Quintana

Esta frase reforca o quanto ndo podemos
desistir daquilo que acreditamos.

Agora, estou aqui,

cumprindo mais uma etapa, com muita alegria,

das muitas que a vida ainda vai me proporcionar!
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Ao Ricardo, “meu lugar seguro”...
Ao meu pai (in memoriam), meu grande mestre...

A minha mae, por estar sempre ao meu lado...
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RESUMO




O presente estudo investiga a fungdo reprodutiva de ratos machos com hipertensao
induzida pelo modelo dois-rins, um-clipe (2R/1C), e de ratos 2R/1C normotensos devido
ao tratamento com o bloqueador de canais de Ca’" nifedipina. O aumento da Angll
periférica/central ¢ caracteristico do modelo 2R/1C. Parametros de comportamento sexual
(laténcia e freqiiéncia de monta com intromissdo, laténcia de ejaculacdo e duracao do
intervalo pds-ejaculatério) e de espermatogénese (quociente espermatico e transito
epidimario), e hormdnios plasmaticos (LH, FSH, PRL e testosterona) foram utilizados
para a avaliacdo da fun¢@o reprodutiva dos animais. Noventa e nove ratos Wistar foram
utilizados neste estudo, divididos em seis grupos: 2R/1C- ratos com hipertensao induzida
pelo modelo 2R/1C; FICT- ratos com cirurgia ficticia; 2R/1C+V- ratos 2R/1C que usaram
veiculo; 2R/1C+N- ratos 2R/1C que foram tratados com nifedipina; FICT+V- ratos FICT
que usaram veiculo; FICT+N- ratos FICT que foram tratados com nifedipina. Os animais
permaneceram “clipados” na artéria renal durante vinte e oito dias. O tratamento oral com
nifedipina (10mg/kg/rato) foi iniciado no primeiro dia apds o “clipamento” da artéria
renal. O comportamento sexual foi registrado por video e a pressdo arterial média (PAM)
foi aferida por cateter inserido na artéria femoral. Apds o registro de PAM, os animais
foram mortos para coleta de sangue e retirada das gonadas. Os resultados mostraram que o
grupo 2R/1C exibe elevada PAM, aumento da laténcia de monta com intromissdo e de
ejaculagdo, aumento da duracdo do intervalo pos-ejaculatorio, redugcdo do nimero de
animais que ejaculam e que apresentam periodo pos-ejaculatorio, aumento da PRL com
reducdo da testosterona plasmatica, e redu¢ao do quociente espermatico com aumento do
transito epidimario, quando comparado ao grupo FICT. Entretanto, animais 2R/1C+N
apresentaram valores de comportamento sexual e dos hormonios plasmaticos semelhantes

aos animais FICT+V ou FICT+N, diferindo significativamente apenas dos ratos 2R/1C+V.
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Animais 2R/1C+V e 2R/1C+N mantiveram o prejuizo da espermatogénese. Os dados
sugerem uma associacdo entre hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C e redugdo da
fung¢do reprodutiva; no entanto, o comportamento sexual e a PRL plasmatica, ambos
normais, foram coincidentes com uma PAM normal. Os efeitos da nifedipina sobre o
impedimento em diminuir o comportamento sexual ¢ em aumentar a PRL plasmatica, e
sobre a manutengdo do prejuizo na espermatogénese acontece somente em animais
“clipados” na artéria renal. A Angll elevada, caracteristica do modelo 2R/1C, parece ter
acdo decisiva sobre o prejuizo na espermatogénese, o0 mesmo ndo acontecendo quanto a

redu¢do do comportamento sexual e ao aumento da PRL plasmatica.
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ABSTRACT




The present study investigates the reproductive function in male rats with two-
kidney, one-clip renovascular hypertension (2K/1C); and in 2K/1C male rats, but without
hypertension due to the treatment with nifedipine, a Ca*" channel blocker. The increase of
the central/peripheral Angll is characteristic of the 2K/1C model. Parameters of sexual
behavior (latency and frequency of the mount with pelvic thrusting, ejaculation and post
ejaculatory interval) and of spermatogenesis (quocienty of spermatids and epididymal
transit), and plasmatic hormones (LH, FSH, PRL and testosterone) were used for the
evaluation of the reproductive function of the animals. Ninety nine Wistar rats were used
in this study and divided in six groups: 2K/1C — hypertensive rats (2K/1C model); SHAM
- rats with sham surgery; 2K/1C+V- 2K/1C rats with used vehicle; 2K/1C+N - 2K/1C rats
treated with nifedipine; SHAM+V- sham rats and used vehicle; SHAM+N - sham rats
treated with nifedipine. The animals stayed with the clip in the renal artery for twenty-
eight days. The oral treatment with the nifedipine (10mg/kg/rat) began in the first day after
the clipping of the renal artery. Sexual behavior was registered by video and the mean
arterial blood pressure (MABP) was measured by a catheter inserted in the femoral artery.
After the registration of MABP, the animals were killed to collect the blood, and the
testicles and epidydimides were removed. The 2K/1C group showed significantly higher
MABP, increase of the latencies of mount with pelvic thrusting and ejaculation, increase
interval post ejaculatory duration, reduction of the number of animals that ejaculate and
show interval post ejaculatory, increase PRL and decrease testosterone plasma
concentrations, reduction of the quotienty of spermatids and increase epididymal transit,
when compared to SHAM group. However, 2K/1C rats treated with nifedipine showed
similar sexual behavior parameters and plasmatic hormones when compared to SHAM+V

or SHAM+N, differing significantly only for the 2K/1C+V group. 2K/1C+V and

xx1



2K/1C+N kept the reduction of the spermatogenesis. These data suggests an association
between hypertension induced by the 2K/1C model and reduction of the reproductive
function, while the normal sexual behavior and plasma PRL were coincident with a
normal MABP. The effects of the nifedipine in impeding the reduction of the sexual
behavior and the increase of the PRL, and in maintaining the reduction of the
spermatogenesis happens, only, in rats with clipping the renal artery. The higher levels of
Angll, characteristic of the 2K/1C model, seems to have decisive action in the
spermatogenesis damage, the same does not occurring on the sexual behavior reduction

and the plasma PRL increases.
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INTRODUCAO







1. Reproducéo — aspectos gerais

Em sentido amplo, a reproducdo compreende todos os acontecimentos fisioldgicos
(somaticos e comportamentais) que asseguram a perpetuacao da espécie (Libertun, 2004).

A reprodug¢do em mamiferos encontra-se sob o controle dos sistemas nervoso e
endocrino que atuam de forma coordenada na promocao, no desenvolvimento e na
maturacdo dos caracteres sexuais e dos comportamentos relacionados. O sistema nervoso é
receptor ¢ coordenador dos estimulos ambientais que influenciam a reproducdo,
sintetizando hormoénios hipotaldmicos reguladores da liberagdo dos hormonios
hipofisarios, sendo que estes, por sua vez, agem sobre a fungdo gametogénica e endocrina
das gonadas. Os hormonios gonadais, além de promoverem o desenvolvimento e a
manuten¢do dos caracteres sexuais, atuam sobre o encéfalo, a hipéfise e a propria gonada,
regulando a liberag¢do dos seus respectivos hormonios (Naftolin, 1981; Libertun, 2004).

A acgdo dos hormonios gonadais promove a diferenciacdo do sistema nervoso
revelando condutas distintas entre machos e fémeas no que se refere ao comportamento
sexual e a atitudes relacionadas a reprodugdo (ver revisao de Pilgrim & Reisert, 1992).

O conceito de “diferenciacdo sexual do sistema nervoso” pode ser constituido pela
fase “organizacional” e “ativacional” dos hormoénios sexuais: a primeira ¢ o periodo
critico, logo apo6s o nascimento, durante o qual circuitos neurais especificos de cada sexo
sdo consolidados, e a segunda ¢ quando, no adulto, os hormonios sexuais sdo requeridos
para ativar aqueles circuitos e propiciar o desencadeamento dos aspectos fisiologicos da
funcao reprodutiva (Kelly, 1991; ver revisdo de Pilgrim & Reisert, 1992, McCormick et
al., 1998). Assim, os hormdnios sexuais exercem alteracdes estruturais e neuroquimicas

das areas e dos circuitos sexualmente dimorficos (Naftolin, 1981).



No macho, a acao do hipotdlamo sobre a hipdfise na secre¢ao das gonadotrofinas,
juntamente com os androgénios, regula a atividade proprioceptiva e consumatdria do
comportamento sexual, como também, permite um ambiente testicular adequado para o
desenvolvimento dos gametas masculino. Portanto, as interagcdes entre os fatores neurais,
enddcrinos, bioquimicos e anatdmicos, centrais ou periféricos, fazem a diferenca na
efetividade da fun¢ao reprodutiva, onde um fator passa a ndo ser menos importante do que
o outro. Neste contexto, para o sucesso de uma seqiiéncia reprodutiva, devem ser
considerados os aspectos moduladores do comportamento sexual, onde rotas neurais
integras sdo reguladas por componentes enddcrinos. A fungao reprodutiva do macho
também engloba o processo espermatogénico, em que estruturas anatomicas e
componentes bioquimicos podem ser ativados ou inibidos de forma permanente ou ndo
pelo sistema enddcrino testicular, extra-testicular ou por substancias exdgenas (Libertun,
2004).

A fungdo reprodutiva fica prejudicada quando alteragdes no sistema hipotalamo-
hipofisario, ou na propria gonada, comprometem tanto a parte comportamental quanto a
gametogénica. Varios fatores podem promover alteragdes na fungdo reprodutiva; dentre

estes encontramos a hipertensao (ver revisdo de Clark, 1995).

1.1. Eixo hipotalamo-hipofise-gonadal
1.1.1. Hormonio liberador do hormonio luteinizante (LHRH), hormonio luteinizante
(LH) e hormonio foliculo estimulante (FSH)
Em ratos, o processo reprodutivo na area pré-optica medial (APOM) ocorre com os
neurdnios secretores de LHRH projetando-se para a eminéncia mediana e liberando o

LHRH para dentro dos capilares do sistema porta hipofisial até a adenohipdfise (Hiney et



al., 2002). Na adenohipofise, o LHRH estimula os gonadotrofos a secretarem as
gonadotrofinas: o LH e o FSH (Libertun, 2004). Nos machos, o LH e¢ o FSH sdo
secretados de forma estavel (Harris & Levine, 2003) diferente das fémeas onde ha picos
hormonais que sdo subjacentes as atividades ciclicas do ovério (Freeman, 1994).

O LHRH ¢ o mais importante regulador da fun¢ao gonadotréfica (Stojilkovic &
Catt, 1995; Cheng & Leung, 2000; Kakar, Malik & Winters, 2002) e sua secrecdo pode ser
modulada por varios fatores como: noradrenalina (Saitoh, Silverman & Gibson, 1991;
Helena, Franci & Anselmo-Franci, 2002; Martins-Afférri et al., 2003), angiotensina II
[Ang II] (Franci, Anselmo-Franci & McCann, 1990; Steecle, 1992; Steele et al., 1992;
Dornelles & Franci, 1998ab), 6xido nitrico (NO) (Moretto, Lopez & Negro-Vilar, 1993;
Rettori et al., 1993; Reynoso et al., 2002), acido y-aminobutirico (GABA) (Mitsushima,
Shwe & Kimura, 2003), neuropeptideo Y (McDonald & Calka, 1994; Li, Chen & Smith,
1999), dentre outros (Mas, 1995; Levine, 1997).

Além da acdo do LHRH sobre os gonadotrofos, evidéncias da literatura indicam
que os gonadrotrofos também podem ser regulados por fatores produzidos por eles
mesmos ou por células hipofisidrias adjacentes que geram efeitos proprios ou influenciam
a acdo do LHRH (ver revisdo de Winters & Moore, 2004).

Do ponto de vista experimental, fatores que regulam a secrecdo do LH sdo
diferentes daqueles que regulam a secre¢do do FSH (McCann et al., 1983; Lumpkin et al.,
1989). Em ratos machos, a retirada dos estimulos do LHRH sobre a hipofise, abole a
sintese e a secrecdo do LH, mas mantém a producdo do FSH continua (Culler & Negro-
Villar, 1986; DePaolo et al., 1991). Proteinas gonadicas como a ativina, inibina e

folistatina atuam como importantes moduladores da secre¢ao do FSH, sendo que a ativina



estimula, e inibina e folistatina inibem a secre¢do deste hormonio (DePaolo et al., 1991;
ver revisao de Winters & Moore, 2004).

Concentragdes estaveis do LH e do FSH s3o encontradas em ratos machos.
Entretanto, a idade destes animais influencia a secre¢do dos hormoénios gonadotroficos
durante o desenvolvimento sexual: um pequeno aumento para o LH ocorre entre 22 e 83
dias de idade, e para o FSH entre 22 e 40 dias de idade, tendo o tltimo uma sensivel queda
para um menor platoé entre 76 e 97 dias de idade (Zanato et al., 1994). O aumento das
concentragdes plasmaticas do FSH induz a formacdo de receptores do LH, propiciando
que os testiculos progressivamente tornem-se mais responsivos para o LH na produgdo de
esterdides pelas células de Leydig, aumentando, assim, as concentracdes plasmaticas da

testosterona (Odell, 1990).

1.1.2. Testosterona

A testosterona ¢ um esterdide produzido predominantemente pelas gonadas, sendo
que uma pequena parte ¢ sintetizada pelas adrenais. A testosterona atravessa facilmente a
membrana plasmatica das células-alvo, e, intracelularmente, liga-se aos seus receptores
citoplasmaticos para, entdo, o complexo ligando-receptor ser translocado para o nucleo da
célula agindo sobre a transcri¢do e transducdo protéica. Publicagdes recentes mostram a
existéncia de uma rota ndo-transcricional da testosterona na membrana plasmadtica ou
junto a esta (ver revisao de Littleton-Kearney & Hurn, 2004).

A sintese e a secrecao da testosterona pelas células de Leydig estdo sob o controle
do LH, alcancando e estimulando os 6rgdos efetores androgénicos por via sangiiinea. Nos
orgios efetores, a testosterona ¢ transformada em diidrotestosterona (DHT) pela enzima

Sa-redutase, ou €, em maior parte, convertida em estradiol por acdo da aromatase (ver



revisdo de Littleton-Kearney & Hurn, 2004). O esquema a seguir demonstra as rotas de

biossintese da testosterona:

Colesterol

.

Pregnenolona > Progesterona

v v

17-OH-Pregnenolona — 17-OH-Progesterona

. .

Dehidroepiandrosterona™ Androstenediona — Estrona
- 1y |
Androstenediol TESTOSTERONA

3 v ‘

Diidrotestosterona

Estradiol

Figura 1: Via de sintese dos hormdnios esterdides gonadais. A testosterona ¢ o principal
produto secretado pelo testiculo. As enzimas sdo: (1) 17p-OH-ester6ide desidrogenase; (2)

aromatase; ¢ (3) Sa-redutase. Modificado de Bergada (2004).

Além da importante acdo periférica no desencadeamento e desenvolvimento dos
caracteres sexuais masculino, a testosterona tem uma a¢ao fundamental na diferenciacao
sexual do encéfalo, onde fatores morfoldgicos e comportamentais especificos do macho e
da fémea sdo determinados pela presenga ou auséncia da testosterona durante periodos
criticos do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) (Bergadé, 2004; Bialek et

al., 2004; Babichev, Shishkina & Peryshkova, 1990).



Os efeitos centrais da testosterona sobre o comportamento reprodutivo sdo
mediados, em parte, pelos receptores androgénicos (McGinnis & Dreifuss, 1989), os quais
tém sido localizados em areas particulares do encéfalo. Duas localizagdes neurais criticas
para a regulagdo do comportamento sexual que contém altas concentracdes de receptores
androgénicos e estrogénicos sdo a APOM e o nucleo ventromedial do hipotdlamo (VMH)
(MacLusky, Lieberburg & McEwen, 1979; Simerly et al., 1990; Harding & McGinnis,
2003; ver revisdo de Littleton-Kearney & Hurn, 2004).

Em ratos machos, as concentragdes plasmaticas de testostorena sdo maximas
durante a puberdade (entre 50 a 70 dias de idade) e diminuem entre 80 a 90 dias de idade
(Zanato et al., 1994). Meisel e Sachs (1994) sugeriram que, embora o desenvolvimento do
comportamento sexual seja androgeno-dependente, a elevacio da testosterona plasmatica,
caracteristica da puberdade, ndo deve contribuir para o inicio do comportamento de cépula
em ratos, embora o tratamento cronico com testosterona antecipa a idade da primeira
monta, intromissao e ejaculacao, provavelmente por estimular a motivacao para a copula

em ratos pré-puberes intactos.

1.1.3. Prolactina (PRL)

O hipotalamo exerce uma acdo inibitoria tonica sobre a secrecdo de PRL na
adenohipéfise, através da liberagdo de dopamina, o mais potente inibidor fisiologico de
PRL tanto in vivo (Gibbs & Neill, 1978) quanto in vitro (Shaar & Clemens, 1974). A
dopamina ¢ liberada por neurdnios tuberoinfundibulares hipotaldmicos nos vasos portais
hipofisarios e age de forma direta sobre os lactotrofos da adenohipdfise, inibindo a
secrecao de PRL (MacLeod & Lehmeyer, 1974; ver revisdao de Ben-Jonathan, 1985; ver

revisdo de Freeman et al., 2000). Entretanto, substancias como Ang II periférica (ver



revisao de Saavedra, 1992), peptideo liberador de PRL (PrRP) (Hizume et al., 2000),
serotonina (Yebes, Li & Pelletier, 1994; Pinilla et al., 2001), entre outros, exercem efeito
estimulatdrio sobre a secre¢ao de PRL.

Além da sintese de PRL pelos lactotrofos, PRL imunoreativa ¢ encontrada em
areas hipotalamicas de uma variedade de mamiferos, sendo sintetizada localmente,
independente de sua sintese pela glandula hipofisiaria. Entretanto, a PRL periférica pode
agir diretamente sobre o SNC via fluido cérebro-espinhal (CSF) por um sistema de
transporte especifico mediado por receptor de PRL no plexo cordide. Assim, a PRL pode
ter acesso direto da hipofise para o CSF via um fluxo retrogrado através do sistema porta
hipotalamo-hipofisial (Cooke, 1989; ver revisdo de Freeman et al., 2000).

Durante a maturagdo sexual de ratos machos, um pico de PRL acontece em torno
de 76 dias de idade, sendo que, apds, as concentragdes plasmaticas do hormdnio diminuem
gradativamente até alcangarem um platé minimo entre 83 e 97 dias de idade (Zanato et al.,
1994).

A PRL tem ampla acdo sobre a reprodu¢do, servindo como um estimulador da
fungdo genital em machos ¢ em fémeas (Bole-Feysot et al., 1998; Goffin et al., 1998;
Reichlin, 1998). O aumento da PRL plasmatica durante a matura¢do sexual de ratos
machos promove o aumento de receptores de LH nos testiculos, como, também, participa
do controle e desenvolvimento anatomico e funcional das glandulas sexuais acessorias
(Bartke, 1980).

Quanto ao comportamento sexual masculino, a PRL pode apresentar efeito
facilitador ou inibidor de acordo com o tratamento: a administracdo aguda de PRL, via
intracerebroventricular (icv), facilita o comportamento sexual de ratos machos, onde estes

mostram reduzida laténcia para a primeira monta sem € com intromissao, para ejaculagao



e para a primeira monta pds-ejaculacido, enquanto que inje¢des icv cronicas de PRL
aumentam a laténcia da primeira monta sem e com intromissao e reduzem a freqiiéncia de
intromissdo de ratos machos (Cruz-Casallas et al., 1999). A PRL em concentragdes
elevadas causa hipogonadismo, inibi¢do da espermatogénese (Hermanns & Hafez, 1981;

Rocco et al., 1983) e impoténcia sexual (ver revisdo de Clark, 1995; Acar et al., 2004).

1.2. Gametogénese em machos
1.2.1. Testiculo

O testiculo € constituido por trés estruturas principais: os tibulos seminiferos, o
tecido intersticial e o estroma testicular (Bergada, 2004).

Os tabulos seminiferos constituem a maior parte do volume testicular. Estes
apresentam um aspecto tortuoso, porém na zona hilar transformam-se em tubos retos, que
desembocam na rede testis, de onde emergem os ductos eferentes até o epididimo, que se
continua com o ducto deferente. Os tiibulos seminiferos contém no seu interior dois tipos
de células: as células germinativas e as de Sertoli. As células germinativas constituem o
epitélio germinativo, onde ocorre a espermatogénese. As células de Sertoli formam a
barreira hematotesticular que separa dois compartimentos distintos: o espermatogénico
intracelular e o espago extracelular, protegendo o desenvolvimento do epitélio germinativo
da agdo de possiveis toxinas, fatores mutagénicos ou anticorpos especificos contra as
células germinativas. As células de Sertoli também cumprem uma funcdo nutridora do
epitélio germinativo, sendo, portanto, denominadas de células de sustentagao (Bergada,
2004). A populagdao de células de Sertoli aumenta no testiculo do rato durante a pré-

puberdade, mantendo-se estavel entre 40 a 97 dias de idade (Zanato et al., 1994).



No espago intersticial observa-se a formacao de células de Leydig com presenga de
lipideos, além do colesterol e de enzimas especificamente vinculadas com a sintese de
esteroides (Zenick et al., 1994; Klinefelter & Hess, 1998).

O estroma testicular ¢ composto pela albuginea (fun¢ao de sustentagdo testicular),
parede dos tubulos seminiferos (relacionado a contencdo da estrutura intratubular,
regulagdo da transferéncia de substancias ao interior do tibulo e mobilizagdo dos
espermatozdides expulsos das células de Sertoli) e espago intertubular (ocupado por rede
frouxa de fibras de reticulina, separadas por areas em que se acumulam proteinas séricas
extravasadas dos capilares vizinhos) (Zenick et al., 1994; Klinefelter & Hess, 1998).

Na puberdade observa-se um aumento total do volume testicular por estimulo
gonadotréfico, em que ocorrem as seguintes mudancas morfologicas: a) aumento do
tamanho e alongamento dos tibulos seminiferos; b) aumento da populagdao celular
intratubular; c) crescimento do estroma testicular; e d) aumento do contetido celular total

do intersticio (Zenick et al., 1994; Klinefelter & Hess, 1998; Bergada, 2004).

1.2.2. Espermatogénese

A espermatogénese € o processo pelo qual as espermatogdnias originam as
espermatides maduras, e acontece em trés fases distintas. Na primeira fase, as
espermatogonias proliferam por mitoses sucessivas originando os espermatdcitos primarios
(espermatdcitos I) e simultaneamente renovando a propria populacao de espermatogonias.
Na segunda fase, os espermatdcitos I sofrem divisdo reducional (meiose) dando origem, ao
final da primeira divisdo, aos espermatdcitos secundarios (espermatécitos II) e, ao
completar a segunda divisdo, as espermatides, sendo estas ultimas células haploides. A
terceira fase da espermatogénese ¢ denominada de espermiogénese, que consiste em

transformagoes estruturais complexas das espermatides recém-formadas, culminando com



as espermatides maduras, prontas para serem liberadas para a luz dos tibulos seminiferos.
A espermiogénese do rato consiste de 19 estagios de transformacgdes sucessivas das
espermatides até espermatozoides (Zenick et al., 1994; Klinefelter & Hess, 1998).

As espermatides maduras, liberadas para a luz dos tibulos seminiferos, sdo
deslocadas para a cabeca do epididimo, onde, durante o transito ao longo do ducto
epidimario, ocorre a maturagdo dos gametas (espermatozoides). Nos ratos, cerca de nove
dias apos a espermiacdo, os espermatozoides maduros atingem a por¢ao distal da cauda
do epididimo, onde permanecem armazenados até o momento da emissdo (Robb, Amman
& Killian, 1978; Zenick et al., 1994; Klinefelter & Hess, 1998).

Em ratos, a producdo maxima de espermatozdides acontece entre 83 a 97 dias de
idade (Zanato et al., 1994). Entretanto, o controle hormonal da espermatogénese ¢
complexo e varidvel nas diferentes fases do desenvolvimento sexual, onde o estimulo
necessario para desencaded-la ¢ diferente daquele requerido para sua manutencdo. A
regulacao hormonal da espermatogénese ¢ manifestada principalmente por agao do FSH e
da testosterona sobre as células de Sertoli, com subseqiiente modula¢do por fatores
paracrinos. Embora o FSH seja considerado critico para o inicio da espermatogénese, o
processo completo requer a presenca do FSH e testosterona, os quais tém efeitos
sinérgicos. Entretanto, em ratos, a resposta do FSH para a manutencao da espermatogénese
pode ser reproduzida pela administracdo exdgena de testosterona ou de DHT (ver revisao

de Gorczynska-Fjilling, 2004).



2. Comportamento sexual

A copula ¢é a principal expressdo comportamental da fisiologia reprodutiva; neste
contexto, o comportamento sexual do macho requer um funcionamento normal do eixo
hipotalamo-hipoéfise-testicular (Sachs & Barfield, 1970; Agmo, 1997).

No rato macho, os comportamentos que antecedem a copula incluem perseguir a
fémea e cheirar sua area genital, ¢ sdo seguidos de monta com ou sem intromissao
peniana, ejaculacdo e intervalo poés-ejaculatorio (Agmo, 1997) — a descrigdo dos

comportamentos sera abordada na seqiiéncia desta introducao.

2.1. Rotas neurais envolvidas no comportamento sexual

A organizacao neural do comportamento sexual ¢ formada por uma complexa rede
no sistema nervoso sensivel a estimulos visuais, olfatérios e quimiossensoriais que
despolarizam circuitos corticais que interagem com unidades de entrada e saida no sistema
limbico para que possa ser expressa uma resposta comportamental (Kelly & Jessel, 1997).
O bulbo olfatorio (BO) representa uma unidade de entrada que recebe informagdes dos
quimiossensores da mucosa olfatéria ou do 6rgao vomeronasal (Keverne, 2004). A APOM
representa uma forma de unidade de saida, sendo esta o "centro" organizacional mais
elevado para a expressdo do comportamento sexual de machos, incluindo o rato (Wood &
Newman, 1995; Wood, 1997) e critica na ordenagdo dos aspectos motores da copula
(Sachs & Meissel, 1988). O nucleo medial da amigdala (AMe) ¢ uma unidade
intermediaria que transmite entradas dos quimiossensores do BO para a APOM, e mostra-
se fundamental no comportamento de investigagdo sexual (Wood & Newman, 1995;
Wood, 1997) e de copula (Dominguez et al., 2001). Cada unidade ¢ um componente

importante para a atividade sexual, sendo que a destrui¢do tanto do BO, quanto da AMe,



da APOM ou das fibras que interconectam essas estruturas, pode abolir o comportamento
sexual de modo imediato e permanente. Isto implica que a representacdo do
comportamento sexual ndo estd relacionada somente com uma regido do encéfalo, mas a
uma rota neuronal que integra varias estruturas (Wood & Newman, 1995; Wood, 1997).
Outras regides encefélicas, além do BO, da AMe e da APOM, participam da
integridade das transmissdes quimiossensoriais e transdugdes de estimulos hormonais para
a efetivacdo do comportamento sexual. Para o comportamento de investigagdo, a AMe
recebe conexdo direta do nucleo proprio da estria terminal (BNST), que também se
interconecta com a APOM, sendo o BNST intermediario das conexdes entre o BO ¢ a
AMe (Li et al., 1993). Outras estruturas que participam do comportamento sexual sdo: a
subdivisdo magnocelular do nucleo pré-optico medial (NPMmag), no aspecto motor do
comportamento sexual (Wood & Newman, 1995; Wood, 1997); nucleo paraventricular
(PVN) na facilitagdo das erecdes durante a copula (ver revisdo de Giuliano & Rampin,
2004); e VMH, na regulacao da motivacdo sexual de ratos machos (Harding & McGinnis,

2003).

2.2. Sequéncia do comportamento sexual de ratos machos

O comportamento sexual ¢ uma conseqiiéncia da plasticidade do desenvolvimento
do encéfalo e representa a expressdo da funcdo reprodutiva de um organismo (Harlan et
al., 1980). No estudo dos mamiferos, o comportamento sexual de roedores tem sido o mais
investigado (Sachs & Meisel, 1988).

Considerando que estes animais apresentam habitos noturnos, sua seqiiéncia
comportamental inicia, preferencialmente, durante o periodo escuro do dia (Davidson,

1966; Harlan et al., 1980). O contato, num mesmo ambiente, de uma fémea ¢ um macho,



pode dar inicio a um comportamento pré-copulatorio (Davidson, 1966) que dura alguns
segundos. A investigacdo social do casal é baseada em fatores sensoriais, como
informacodes olfatorias (Meisel, Lumia & Sachs, 1980) ¢ vocalizagdes ultrasonicas (Bean,
Nunez & Conner, 1981; Johnston, 1985), e inicia com o macho explorando a regido ano-
genital da fémea. O macho também pode lamber a fémea, executar leves mordidas em sua
cabega e tronco (Davidson, 1966), mover-se sobre ela ou, também, "marcé-la", urinando
sobre seu dorso. Uma fémea receptiva, em estro comportamental, pode responder ao
comportamento do macho com breves corridas em dire¢do oposta a ele, saltos e paradas
rapidas, sempre se posicionando com os quadrantes posteriores voltados para o macho na
tentativa de promover uma maior investigacdo dele em relacdo a ela. O macho, entdo, a
persegue, lambe e cheira sua genitalia, e tenta monta-la (Sachs & Meisel, 1988).

A ocorréncia do comportamento sexual envolve trés atividades béasicas: monta sem
intromissdo, monta com intromissdo e ejaculacao (Agmo, 1997). O macho coloca-se por
detras da fémea e a segura pelos flancos (regido retrolombar) com seus membros
anteriores. Tal atividade do macho ¢ denominada de monta sem intromissao ou monta. A
fémea, por sua vez, responde em maior ou menor grau, exacerbando a lordose lombar,
permitindo a penetragdo vaginal (Beach, 1967; Sachs & Meisel, 1988). Na seqiiéncia, o
macho realiza movimentos pélvicos por poucos segundos pressupondo-se a penetragdo
peniana na vagina. Este comportamento ¢ chamado de monta com intromissdo ou
intromissdo (Davidson, 1966). Apds, ele desfaz a monta e, geralmente, realiza a auto-
limpeza de seus genitais (Sachs & Barfield, 1970) ou do restante do corpo e continua a
explorar o ambiente antes da préxima monta com ou sem intromissdo. Logo ap6s a monta
com intromissdo, ocorre uma redu¢do temporaria da excitacdo sexual antes que outro ato

copulatorio ocorra (Sachs & Barfield, 1970). Tipicamente o macho faz a intromissao



vaginal em 50 a 80 % de suas montas (Bitran & Hull, 1987). A ejaculagdo ocorre apds
varias montas, com ou sem intromissdo, que sob o ponto de vista comportamental,
caracteriza-se por uma intromissao peniana mais profunda e demorada que ¢ acompanhada
por abducdo das patas dianteiras do macho por alguns segundos onde ele podera
permanecer imovel sobre a fémea. Usualmente seis a doze montas com intromissao
precedem uma ejaculagdo. Apods a ejaculagdo, segue-se um periodo onde o rato ndo tem
atividade copulatoria por cerca de quatro a oito minutos, denominado intervalo pos-
ejaculatorio ou periodo refratario (Davidson, 1966; Harlan et al., 1980; Bitran & Hull,
1987; Sachs & Meisel, 1988; Lucion et al., 1993). Neste intervalo o macho ndo ¢é
influenciado por nenhum estimulo sexual € 0 momento ¢ caracterizado por sonoléncia e
vocalizagoes ultrassonicas (Bean, Nunez & Conner, 1981; Johnston, 1985; Agmo, 1997).
A iniciagdo e a consumag¢do do comportamento sexual dos machos sdo controladas
por dois processos de motivagdo independentes: o primeiro chamado de "mecanismo de
despertar sexual", em que o macho procura a fémea para executar a monta, ¢ o segundo,
"mecanismo de intromissdo e ejaculacdo”, no qual ocorre a intromissdo peniana que
culmina em ejaculagdo (ver revisdo de Mendelson & Pfaus, 1989). Para a ocorréncia
desses dois processos de motivagdo do macho, o comportamento da fémea ¢ de grande
importancia (Taylor, Weiss & Rupich, 1987; Matuszczyk & Larsson, 1993). E necessario
que a fémea esteja sexualmente receptiva para aceitar o macho na sua atividade
reprodutiva. Para tal situagdo, torna-se indiferente usar fémeas em estro natural ou ratas
ovariectomizadas (OVXs) induzidas ao estro comportamental por injecdo seqiiencial de
estrogeno e progesterona (Landau & Madden, 1983; Mas et al., 1987; Mendelson & Pfaus,
1989). A mera presenga de uma fémea sexualmente receptiva induz a modificagdes

comportamentais, fisioldgicas e enddcrinas no macho (Taylor, Weiss & Rupich, 1987),



desencadeando o processo de motivacao sexual até atingir o ato copulatorio propriamente

dito (Mendelson & Pfaus, 1989).

3. Funcéo reprodutiva e hipertenséo

Alteragdes genéticas e ambientais podem interromper etapas do processo
reprodutivo, interferindo no comportamento sexual e na cascata metabolica da funcao
reprodutiva. Neste contexto, a hipertensdo pode alterar tanto os fatores enddcrinos, como
os neurais e vasculares responsaveis pela fisiologia da reproducdo (Andreoli et al., 1991;
Carretero & Oparil, 2000).

Estudos epidemioldgicos sugerem uma associacao entre a doenga hipertensiva e a
patogénese da impoténcia sexual, onde o sexo masculino apresenta prejuizo da fung¢do
erétil e da ejaculagdo (Feldman et al., 1994; Greenstein et al., 1997; Jensen et al., 1999;
Burchardt et al., 2000); entretanto, o entendimento da relagdo entre hipertensdo e
disfungdo sexual permanece controverso (ver revisao de Clark, 1995; Jensen et al., 1999).

A hipertensdo ¢ uma elevacao sustentada da pressdo arterial sistémica e pode ser
produzida por aumento do débito cardiaco ou principalmente pelo aumento da resisténcia
periférica. Na doenca cronica, o mecanismo reflexo baroceptor é reajustado para manter a
pressdo arterial elevada. A hipertensdo ¢ uma enfermidade muito comum nos seres
humanos, sendo o principal fator de risco para doencas cardiovasculares, além de outras
alteragdes (Carretero & Oparil, 2000).

Devido aos varios problemas decorrentes da hipertensdo, e do crescente nimero de
casos da doenca, foram desenvolvidos modelos experimentais em animais para o seu

estudo.



Em sua maior parte, os modelos experimentais envolvem a intervencdo do
funcionamento renal, do sistema nervoso ou das supra-renais, além da inibicdo de
substancias que participam da cascata metabodlica e que integram o processo vasoativo da

doenca hipertensiva (Ruzicka & Leenen, 1994; Pinto, Paul & Ganten, 1998).

3.1. Modelo experimental de hipertensao renovascular — 2 rins/1 clipe (2R/1C)

O modelo de hipertensdo renovascular descrito por Goldblatt e colaboradores
(1934) envolve a restricdo do suprimento de sangue para o rim esquerdo, por “clipamento”
da artéria renal esquerda, preservando-se o rim contralateral (modelo tipo I, 2R/1C). A
artéria renal esquerda ¢ a escolhida para a colocagdo de um clipe de prata devido as
dificuldades de acesso a artéria renal direita em ratos (Ruzicka & Leenen, 1994; Pinto,
Paul & Ganten, 1998).

A constri¢do de uma das artérias renais resulta em progressiva elevagdo da pressao
arterial, cujos niveis pressoricos dependem do grau de constri¢do imposto pelo clipe e da
extensdo desta constri¢do. A aplicagdo do clipe na artéria renal esquerda produz pequena
elevagdo da pressdo arterial j4 no primeiro dia apds a estenose, sendo que o alcance do
platé acontece cerca de uma semana apds o procedimento cirirgico (Ruzicka & Leenen,
1994).

A elevacdo da pressdo arterial independe do grau de estenose imposto pelo clipe,
porém os valores méaximos de pressdo variam conforme este grau, podendo causar
hipertensdo de moderada a severa (Ruzicka & Leenen, 1994).

O modelo 2R/1C de hipertensdo esta associado com aumento da atividade da
renina plasmatica e hipersecre¢do de aldosterona (Nishimura et al., 1992; Ruzicka &

Leenen, 1994). Desta forma, no modelo 2R/1C, o estabelecimento ¢ a manutencao da



hipertensao dependem principalmente do sistema renina-angiotensina (SRA), existindo
componentes pressoricos rapidos (agudos) e lentos (cronicos) para o desenvolvimento da
hipertensdo: o componente rapido ¢ o aumento da resisténcia periférica total mediada por
Ang II circulante; o componente lento ¢ o aumento no volume sangiiineo mediado por
acoes renais da Ang II e aldosterona, efeitos troficos da Ang II na musculatura cardiaca e
lisa (vascular), resultando em hipertrofia cardiovascular, e efeitos da Ang II na atividade
simpatica, além de ativagdo do SRA vascular (DeForrest et al., 1982; Nishimura et al.,
1992; Ruzicka & Leenen, 1994; Kagiyama et al., 2001).

O rim contralateral tem um papel importante no desenvolvimento da hipertensao,
pois apresenta um aumento de atividade da enzima conversora de angiotensina intra-renal
e contém altas concentracdes de Ang II, apesar de apresentar baixas concentra¢des de

renina (Ruzicka & Leenen, 1994).

3.2. Blogueador de canais de calcio nifedipina — aspectos gerais

A nifedipina ¢ bastante utilizada no tratamento da angina de origem cardiaca e da
hipertensdo devido a sua a¢do bloqueadora dos canais de célcio tipo L ou produtora de NO
a partir do endotélio vascular. Com isso, o tratamento com nifedipina resulta em
relaxamento ou prevencdo da contracdo da musculatura cardiaca ou da musculatura lisa
dos vasos, com diminui¢do do tonus vascular (Loutzenhiser & Epstein, 1985; Ram &
Featherston, 1988; Verhaar et al., 1999; Hirasawa & Pittman, 2003). No SNC, a nifedipina
facilita as sinapses, independente da sua agdo sobre os canais de calcio tipo L ou da
produgdo de NO (Hirasawa & Pittman, 2003).

Na hipertensdo renovascular, a acdo antihipertensiva da nifedipina estd associada

com a diminui¢do da resisténcia vascular renal e da resisténcia do fluxo sangiiineo renal,



aumento da filtracdo glomerular e supressdo da reabsorcdo de &agua, observados,

principalmente, no rim nao “clipado” (Yoshida et al., 1990).

4. Angiotensina Il
4.1. Aspectos gerais

A Ang II € o produto final da cascata metabolica que se inicia a partir da ativagao
da enzima renina (Fitzsimons, 1980; Bottari et al., 1993; Morgan, Pipkin & Kalsheker,
1996). Varios trabalhos focalizam as agdes da Ang II sobre a regulacdo da pressao arterial,
balang¢o hidrico e controle da func¢do reprodutiva (Steele, Negro-Vilar & McCann, 1981;
Steele, McCann & Negro-Vilar, 1982; Steele & Ganong, 1986; Khanum & Dufau, 1988;
Saavedra, 1992; Ganong, 1995; Steger & Bartke, 1995; Sanvitto et al., 1997; Morris et al.,
1999; Robinson et al., 1999; Speth, Daubert & Grove, 1999).

Nas ultimas décadas foram identificados sistemas renina-angiotensina locais
presentes em diversos tecidos como: parede arterial, pulmdo, rins, adrenal, hipofise e
gonadas (Saavedra, 1992). No entanto, uma das descobertas mais importantes foi a
descri¢do de um SRA central (Reid, 1977; McGregor et al., 1995; Morgan, Pipkin &
Kalsheker, 1996; Johren et al., 1997; Sanvitto et al., 1997; Laflamne et al., 1998),
atuando, inicialmente sobre o aumento da pressao sangiiinea (Bickerton & Buckley, 1961).

Estudos prévios que demonstraram a existéncia de RNAm para os componentes do
SRA central, sugerem a producdo endogena da Ang II associada aos corpos neuronais
(Lenkei et al., 1997) no sistema limbico, hipotalamo, cerebelo, bulbo, medula espinhal e
em muitas outras regides do SNC (Benarroch & Schmeichel, 1998; Zhuo et al., 1998). A
acdo da Ang II sobre o SNC ocorre através da Ang II sintetizada centralmente e da

passagem da Ang II periférica pelo endotélio fenestrado dos capilares sangiiineos que



circulam os orgaos circunventriculares (OCVs), ativando os receptores de Ang Il
localizados em estruturas como 6rgio subfornicial (SFO) e 6rgdo vascular da lamina
terminal (OVLT) (Bottari et al., 1993; Lenkei et al., 1997).

A Ang II exerce suas acdes através de uma série de eventos de sinalizacdao
intracelular que inicia pela ligagdo do peptideo aos seus receptores (McGregor et al.,
1995; Timmermans et al., 1995; Goodfriend, Elliott & Catt, 1996; Unger et al., 1996).

Os receptores de Ang II foram classificados, farmacologicamente, em dois
subtipos: AT, ¢ AT, (Saavedra et al., 1993; Timmermans et al., 1995; ver revisdo de
Gasparo et al., 2000). Embora os receptores AT, ¢ AT, tenham sido identificados em
encéfalos de ratos, o receptor AT; é o predominante em ratos adultos (Tsutsumi &
Saavedra, 1991) e encontra-se localizado no plexo cordide, nas estruturas que
correspondem aos OCVs e nas envolvidas na regulagao cardiovascular e homeostase dos
liquidos, na formagdo hipocampal, em areas do sistema limbico relacionadas com o
controle da funcdo hipofisiaria, e na hipofise (Johren & Saavedra, 1996). Entretanto, o
receptor AT, ¢ mais encontrado no SNC de humanos, predominando em tecidos fetais
(McGregor et al., 1995; Timmermans et al., 1995), mostrando-se concentrado em areas
relacionadas ao controle e ao aprendizado da atividade motora, visual, sensorial e
estruturas limbicas (Tsutsumi & Saavedra, 1991; Song et al., 1992; Timmermans et al.,
1995; Halbach & Albrecht, 1998).

O receptor AT, ¢ subdividido em duas isoformas distintas, AT ¢ AT, sendo o
AT;a predominante em areas centrais envolvidas no controle da fungdo hipofisiaria,
enquanto o AT;p ¢ expresso na adenohipofise (Lenkei, Corvol & Llorens-Cortes, 1995;

Johren & Saavedra, 1996; Matsusaka & Ichikawa, 1997).



4.2. Angiotensina Il e presséo arterial

A Ang II ¢ reconhecida como um fator importante na patogénese da hipertensao
clinica e experimental (Fitzsimons, 1980; DeForrest et al., 1982; Nishimura et al., 1992;
Robinson et al., 1999; Kagiyama et al., 2001). Perifericamente, a Ang Il modula a pressao
arterial através de uma potente acdo vasoconstritora e por ativacdo dos receptores pré-
sindpticos excitatorios nas terminagdes nervosas simpaticas pos-ganglionares (Fitzsimons,
1998; Fernandez et al., 2003). Centralmente, a Ang II pode regular a pressdo arterial
através da liberacdo do peptideo arginina-vasopressina (AVP) do sistema hipotalamo-
hipofise, da inibi¢do sinaptica baroreflexa para o nucleo trato solitario (NTS), uma das
areas centrais envolvidas na regulacao cardiovascular, e, ainda, do aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico [SNS] (Lenkei et al., 1997).

O envolvimento da Ang II nas respostas cardiovasculares tem sido amplamente
estudado. As rotas aferentes que levam a informagdo do sistema cardiovascular ao SNC
iniciam nos receptores periféricos que respondem as mudancas do estado cardiovascular.
Estes receptores incluem os baroceptores (receptores de pressao) localizados nas paredes
do seio carotideo e arco adrtico, e os cardiopulmonares (receptores de estiramento). A
despolarizacao das fibras sensoriais que compdem a estrutura destes receptores promove o
envio de informagdes relacionadas com a pressdo do sangue contra a parede das artérias
(receptores do seio carotideo e arco aortico) e com o volume sangiiineo total ou retorno
venoso (receptores cardiopulmonares) (Spyer, 1994; Buccafusco, 1996).

Trabalhos que relacionam a acdo da Ang Il com a manutencdo da hipertensdao tém
demonstrado, por técnica de autoradiografia, que ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
apresentam aumento da densidade dos receptores de Ang II em vdrias areas centrais,

porém de forma mais significativa em NTS, quando comparados com ratos normotensos



(Plunkett & Saavedra, 1985). Experimentos realizados em camundongos mutantes, com
auséncia do gene que codifica o receptor AT,, demonstraram um significativo aumento da
pressdo arterial destes animais em resposta & administracdo intravenosa (iv) de Ang II
(Ichiki et al., 1995), comprovando que o receptor AT; é o principal responsavel pelo
aumento da pressao arterial sistémica (Keaton & Clark, 1998). Dados mais especificos
mostraram a existéncia de RNAm para o receptor AT, em areas centrais envolvidas com
o equilibrio hidreletrolitico, e controle cardiovascular e neuroenddcrino, tais como SFO e
hipotdlamo anterior, entre outras (Lenkei, Corvol & Llorens-Cortes, 1995). Em estudo
autoradiografico, a administragdo iv do antisense oligonucleotideo para o receptor AT;a
(ATR-AS-ODN) promoveu a diminui¢do da densidade do receptor AT;n» em aorta
toracica, artéria mesentérica, medula e cortex renal, em ratos com hipertensdo induzida
pelo modelo 2R/1C, na fase aguda da hipertensdo renovascular, atenuando os efeitos
vasoconstritores do aumento plasmatico da Ang II e promovendo natriurese; a reducao da
densidade do receptor AT;, induziu perda de sédio e reducdo do volume extracelular
contribuindo para o efeito antihipertensivo do tratamento com AT;R-AS-ODN em ratos
2R/1C (Galli & Phillips, 2001). Portanto, os dados acima comprovam a participagdo da
Ang II no controle da pressao arterial através do receptor AT;.

Os sistemas centrais reguladores da pressdo sangiliinea parecem estar
funcionalmente relacionados com os sistemas de modulagdo do comportamento sexual.
Como mencionado anteriormente, em humanos, a pressao arterial elevada esta associada

com disfun¢des sexuais.

4.3. Angiotensina Il e funcéo reprodutiva



A Ang II pode afetar a expressdao dos hormoénios que regulam a funcdo reprodutiva
tanto de machos como de fémeas (Steele, Gallo & Ganong, 1985; Steele & Ganong, 1986;
Khanum & Dufau, 1988; Clark, 1989; Ganong, 1995; Dornelles & Franci, 1998ab). Neste
contexto, a maioria dos trabalhos existentes focaliza o efeito da Ang II sobre a secre¢do do
LH e PRL (Steele, Gallo & Ganong, 1983; Enjalbert et al., 1986; Franci, Anselmo-Franci
& McCann, 1990; Steele & Myers, 1990; Palmer et al., 1994; Dornelles & Franci,
1998ab).

A Ang II facilita a secre¢@o de LH por agdo indireta na APOM, via locus coeruleus,
ou agdo direta na adenohipéfise, ou por combinagdo de ambas as ac¢des. Em locus
coeruleus, a Ang II promove a secre¢do de noradrenalina enddgena que estimula os
receptores alfa-adrenérgicos da APOM promovendo a liberacdo de LHRH (ver revisao de
Saavedra, 1992) — o modelo experimental de lesdo eletrolitica em locus coeruleus
aumentou o contetdo de LHRH na APOM e na eminéncia mediana em ratas em proestro
ou OVXs e tratadas com estradiol e progesterona, comprovando a participagdo do locus
coeruleus na secre¢ao de LHRH (Helena, Franci & Anselmo-Franci, 2002; Martins-Afférri
et al., 2003). Na adenohipofise, a Ang II age sobre os gonadotrofos promovendo a
secrecao de LH (Franci, Anselmo-Franci & McCann, 1990; Wright & Harding, 1992;
Palmer et al., 1994; Dornelles & Franci, 1998ab).

Quanto a secrecdo de PRL, a Ang II central (Myers & Steele, 1991) ou periférica
(Aguilera, Hyde & Catt, 1982) pode contribuir para a regulacdo fisiologica deste
hormdnio. Na adenohipofise, a Ang II local estimula a secrecdo de PRL (Steele, Negro-
Vilar & McCann, 1981; Aguilera, Hyde & Catt, 1982; Stelle & Myers, 1990). Por outro
lado, a Ang II central possui efeito inibitorio sobre a secre¢do de PRL (Steele, McCann &

Negro-Vilar, 1982; Myers & Stelle, 1991) através da liberacdo de dopamina, que ocorre



com a ativacao de receptores AT, em neurdnios dopaminérgicos no nucleo arqueado
(ARQ) (Mounzih et al., 1994; Johren et al., 1997). Trabalhos prévios mostraram que um
aumento agudo nas concentragdes de dopamina no ARQ, apds inje¢do icv de Ang 11, reduz
a secre¢do de PRL (Steele, McCann & Negro-Vilar, 1982; Seltzer et al., 1993). Terminais
nervosos contendo Ang II apresentam-se em intima localizagdo com corpos celulares
dopaminérgicos no ARQ, sendo este, talvez, o motivo da inibicdo da secrecdo de PRL
(Mounzih et al., 1994). Além disso, o bloqueio central dos receptores de Ang II promove
aumento consideravel na PRL plasmatica (Myers & Steele, 1991; Steele, 1992), sugerindo
que a Ang II central parece ter um efeito limitante na magnitude da resposta da PRL.

A acdo da Ang II na regulacdo da fun¢do reprodutiva ndo se limita aos efeitos
descritos em areas centrais e adenohipofise. Nas gonadas masculina a existéncia de uma
enzima imunoreativa semelhante a renina e de RNAm para renina nas células de Leydig
indica a presenga de um SRA testicular (Parmentier et al., 1983; Deschepper et al., 1986).
A atividade fisiologica deste sistema facilita a esteredoigénese, espermatogénese ¢
ejaculagdo em ratos (ver revisdo de Speth, Daubert & Grove, 1999).

Contrariando os efeitos positivos da Ang II sobre a fung¢do reprodutiva, existem
evidéncias indicando que a Ang II central ¢ inibitéria da fungdo sexual de ratos machos,
pois sua administra¢do icv suprime a motiva¢do sexual e a fungdo erétil destes animais,
levando ao aumento da laténcia de copula e do intervalo para reiniciar a monta, efeito que
envolve o receptor AT, (Keaton & Clark, 1998). Além disto, microinjecdoes de Ang Il
diretamente na AMe também reduzem o comportamento sexual de ratos machos,
evidenciado pela diminui¢do tanto da motivacdo quanto da poténcia sexual dos animais

frente a fémeas receptivas sexualmente, efeito que envolve os receptores AT; e AT, nesta



regulacdo (Breigeiron et al., 2002). Dados comprovam a existéncia dos receptores AT, e

AT, na AMe (Tsutsumi & Saavedra, 1991; Halbach & Albrecht, 1998).



JUSTIFICATIVA




Existe um grande avanco cientifico nas pesquisas que envolvem hipertensdo e
alteragdes cardiovasculares. Entretanto, estudos direcionados a hipertensdo e fungdo
reprodutiva sd3o escassos € pouco esclarecedores. Neste contexto, torna-se importante
investigar os mecanismos que intermedeiam o processo pelo qual a doenga hipertensiva
causa altera¢do nos mecanismos de acao e no desfecho do processo reprodutivo. Para isto,
uma abordagem do comportamento sexual, de fatores enddcrinos e da espermatogénese,

pode facilitar o entendimento das disfungdes sexuais associadas a doenga hipertensiva.



HIPOTESE




Evidéncias da literatura descrevem a existéncia de uma relacdo entre doenca
hipertensiva e impoténcia sexual.

Baseado nas evidéncias citadas na introducao de que:

- a hipertensdo ¢ um dos fatores que pode promover alteracdes no eixo

hipotalamo-hipofise-gonadal, levando ao prejuizo da fun¢do reprodutiva;

- a Ang II aumentada ¢ caracteristica do modelo de hipertensdao

renovascular (2R/1C);

- a Ang II central inibe o comportamento sexual de ratos machos;

- as alteracdes plasmaticas de LH, FSH, testosterona e PRL interferem na

regulagdo do comportamento sexual e na espermatogénese; e

- a Ang Il modula a secre¢do de LH, FSH , testosterona e PRL plasmatica,

formulou-se a hipdtese de que animais submetidos a hipertensdo induzida pelo
modelo 2R/1C apresentam redu¢do da fungao reprodutiva.

Para testar se a reducdo da funcdo reprodutiva ¢ dependente da Ang II e do
aumento sustentado da pressdo arterial, investigou-se o efeito da hipertensdo renovascular
(modelo 2R/1C) sobre os parametros de comportamento sexual e de espermatogénese,
sobre as concentragdes plasmaticas dos hormonios LH, FSH, testosterona e PRL, de ratos
machos. Para testar o efeito da Ang II no modelo 2R/1C, independente da doenca
hipertensiva, utilizou-se o tratamento com o bloqueador de canal de calcio nifedipina para
a obtencdo de um animal normotenso sem interferir na sintese aumentada de Ang II,

produzida pelo “clipamento” da artéria renal.



OBJETIVOS




Objetivo geral

Testar os efeitos da hipertensdao induzida pelo modelo 2R/1C sobre a fungdo

reprodutiva de ratos machos.

Obijetivos especificos

- Analisar o comportamento sexual, as concentragcdes plasmaticas de LH, FSH,
testosterona e PRL, e a espermatogénese, de ratos machos induzidos a hipertensao

pelo modelo 2R/1C;

- Analisar o comportamento sexual, as concentragcdes plasmaticas de LH, FSH,
testosterona ¢ PRL, e a espermatogénese, de ratos machos “clipados” na artéria
renal (modelo 2R/1C) e normotensos devido ao tratamento com o bloqueador de

canais de calcio nifedipina.



MATERIAL E METODOS




Os experimentos descritos a seguir foram realizados conforme as normas
estabelecidas no Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Instituto

Nacional da Satde dos EUA — NIH (1986).

1. Animais

Ratos machos Wistar com peso corporal de 270g + 10 foram obtidos da colonia do
Biotério Central da Universidade Federal de Rio Grande do Sul e adaptados as condi¢des
do Biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento.

Os animais foram colocados em caixas-residéncia de tamanho 60x50x30cm,
ambientados com temperatura constante de 22+1°C, sob um ciclo claro-escuro de 12/12h

com inicio as 6:00h, racdo e agua ad libitum.

2. Iniciacdo da experiéncia sexual dos ratos machos

Ratos machos foram expostos a fémeas OVXs induzidas a receptividade sexual por
reposi¢cao hormonal.

A reposicdo hormonal consistiu em duas inje¢des intramusculares: a primeira,
contendo 20mg de estradiol (benzo-ginoestril ap® 5mg — SARSA) diluido em 0,2mL de
oleo mineral/rata, foi aplicada 48h antes da iniciagdo sexual, e a segunda, contendo uma
mistura de 20mg de estradiol + 500mg de progesterona (SIGMA) diluida em 0,2mL de
6leo mineral/rata, 6h antes da inicia¢ao sexual (Mas et al., 1987; Padoin et al., 2001;

Putnam, Sato & Hull, 2001). Todas as fémeas OVXs e induzidas ao estro comportamental



por reposi¢ao hormonal foram testadas com um macho sexualmente ativo, e somente as
que apresentaram comportamento de lordose foram utilizadas no estudo (Padoin et al.,
2001).

A reposi¢do hormonal foi realizada por trés vezes consecutivas, onde 3 machos/1
fémea foram mantidos em caixas-residéncia. Ao término do periodo de treze dias, segundo
protocolo do nosso laboratorio, as fémeas foram retiradas das caixas-residéncia e os
machos permaneceram por mais sete dias em abstinéncia sexual, quando, entdo, foram

testados para o desempenho sexual (Breigeiron et al., 2002).

3. Teste de desempenho sexual

O teste de desempenho sexual consistiu em avaliar durante dez minutos o
comportamento sexual dos machos perante fémeas OVXs e induzidas ao estro
comportamental por reposicdo hormonal. Os machos que, ao serem colocados perante
estas fémeas, apresentavam seis ou mais montas com intromissao peniana no intervalo de
dez minutos, segundo protocolo do nosso laboratério, foram considerados como
sexualmente aptos (Breigeiron et al., 2002); os demais nao foram utilizados no

experimento.

4. Preparacgdo do modelo de hipertensdo renovascular (2R/1C)
Apo6s um total de vinte dias entre experi€ncia e abstinéncia sexual e testagem do
desempenho sexual, machos sexualmente aptos e com peso corporal em torno de 300g

foram submetidos a cirurgia de “clipamento” da artéria renal esquerda.



Os animais foram anestesiados com inje¢do intraperitoneal (ip) de uma mistura de
quetamina (Dopalen, Agribrands do Brasil Ltda, Paulinia, SP) na dose de 100mg/kg e de
xilazina (Rompum, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP) na dose de 50 mg/kg. Inicialmente foi
realizada uma incisdo mediana na regido abdominal com tamanho aproximado de 2cm
logo abaixo do apéndice xifoide. A abertura da cavidade abdominal foi realizada em
planos. O afastamento de visceras abdominais foi realizado com o auxilio de dois
cotonetes embebidos em solugdo fisiologica aquecida. O rim esquerdo foi isolado em
campo cirurgico por tiras de algoddo embebido em solugdo fisioldgica aquecida. Com o
hilo renal identificado, foi iniciado o isolamento da artéria renal esquerda que teve seu
diametro diminuido com a colocacao de um clipe de prata (Ruzicka & Leenen, 1994) de
tamanho 2x6mm, dobrado em "V", constituindo um didmetro interno de 0,28mm. O
fechamento da cavidade abdominal foi realizado por planos, sendo que a aponeurose ¢ a
pele foram suturadas com fio ndo-absorvivel.

Os animais permaneceram com o clipe renal durante vinte e oito dias, para, apds o
término deste periodo, serem submetidos ao registro do comportamento sexual e da PAM.
Machos que sofreram o mesmo procedimento cirdrgico com exce¢do da colocacdo do
clipe de prata na artéria renal serviram como controle (cirurgia ficticia). Machos que, ao
final do periodo de trés semanas apds a implantacdo do clipe renal, atingiram peso

corporal de 350g £+ 20 foram submetidos a inser¢ao de cateter em artéria femoral.

5. Cateterizacao da artéria femoral
A cateterizacdo da artéria femoral esquerda foi realizada sob o procedimento

anestésico descrito acima. O cateter foi confeccionado por uma jungdo de dois tubos de



polietileno PE-60 ¢ PE-10 (Clay Adams, Parsippany, NJ), sendo o didmetro menor
escolhido para a inser¢do intra-arterial. O procedimento cirurgico consistiu em uma
incisdo longitudial de aproximadamente 0,6cm de extensdo na regido inguinal esquerda,
afastamento de tecido adjacente, localizagdo da triade veia-artéria-nervo femoral,
isolamento da artéria femoral e abertura parcial da mesma para insercao da extremidade
proximal do catéter a ser fixado na propria artéria. O comprimento do catéter que foi
introduzido na artéria femoral esquerda correspondeu a uma linha transversa que
compreendia o ponto de inser¢do na artéria até a sinfise ptbica. O catéter foi passado por
via subcutanea (sc), com o auxilio de um trocater, até a regido dorso-cervical por onde sua
extremidade distal ficou exposta. A incis@o na pele foi suturada com fio ndo-absorvivel. O
catéter foi preenchido com solugdo de heparina (Kirby & Blumberg, 1998) - 60Ul/cateter -
e sua extremidade distal ocluida com pino de ago de 0,6mm de didmetro. A solugdo de
heparina foi trocada uma vez por dia durante todo o experimento.

Nos sete dias subseqilientes a cateterizagdo da artéria femoral, os ratos foram
acompanhados diariamente pelo pesquisador que avaliou, subjetivamente, as condi¢des
perfusionais do membro inferior esquerdo quanto a presenca de edema e cianose local. Ao
final de uma semana, somente os animais que nao apresentaram edema e/ou ma perfusio
local, e que mantiveram uma adequada fun¢do motora do membro em questdo e peso
corporal igual ou acima do registrado no dia do procedimento cirtirgico foram utilizados
para o registro do comportamento sexual e da PAM, sendo os demais ndo utilizados no

experimento.

6. Comportamento sexual



6.1. Parametros comportamentais analisados
Os parametros comportamentais analisados foram: monta com intromissao,
ejaculagdo e intervalo pos-ejaculatorio. A descrigdo destes pardmetros baseia-se em

trabalhos prévios (Agmo, 1997; Breigeiron et al., 2002):

= Monta com intromissdo: o macho posiciona-se por detras da fémea, coloca suas
patas dianteiras sobre a regido dorsal da mesma, abragando-a ¢ massageando-a na
regido lateral do abdomen, e realiza sucessivos movimentos pélvicos de
aproximac¢do dos flancos. Logo apdés o macho afasta-se rapidamente da fémea
apresentando um movimento caracteristico tipo "saida em mola", precedido de um

rapido movimento de abducao das patas dianteiras;

e Ejaculagdo: apos sucessivas montas com ¢ sem intromissao, o macho realiza uma
monta com intromissao peniana em que permanece maior tempo abracado a fémea.
Apbs, o macho afasta-se da fémea em movimento tipo "saida em mola", porém fica

alguns segundos em posicao de congelamento com as patas dianteiras abduzidas;

= Intervalo pos-ejaculatorio: apos a ejaculagdo o macho fica sexualmente inativo até

que ocorra uma nova monta com ou sem intromissao.



Parametros comportamentais:

Figura 2: Parametros comportamentais obtidos da filmagem em video de um casal de
ratos durante o registro do comportamento sexual. Em (1) monta com intromissao (I) -
movimentos pélvicos de aproximacao dos flancos; (2) monta com intromissao (II) - “saida
em mola” com abducdo das patas dianteiras; (3) ejaculacdo — maior tempo abracado a

fémea; e (4) intervalo pos-ejaculatorio — inatividade sexual. A seta refere-se ao macho.



6.2. Registro do comportamento sexual de ratos machos

Completados vinte e sete dias de “clipamento” da artéria renal e seis dias da
cateterizacdo femoral, foi registrado o comportamento sexual em um intervalo de uma a
seis horas apés inicio da fase escura do ciclo claro-escuro. Inicialmente, o macho era
retirado da caixa-residéncia e colocado na caixa-observacdo por um periodo de vinte
minutos para adaptacdo ao novo ambiente. A caixa-observagdo, com dimensdes de
70x70x35cm e parede frontal de vidro, permitia a ampla visualizagdo do animal. Passado
o periodo de adaptacdo, uma fémea OVX, induzida ao estro comportamental por reposi¢ao
hormonal, foi colocada com o macho, iniciando-se, imediatamente a seguir, a sessdo de
registro do comportamento sexual. Os animais foram filmados com uma filmadora de
video. Ao término do registro, o filme foi visualizado com o auxilio de um video-cassete,
televisdo e um programa para registro de dados comportamentais (programa para
avaliacdo de tempos). Um observador treinado utilizou o programa para computar a
freqii€ncia, a laténcia e a duragdo dos comportamentos.

A freqiiéncia ¢ o niumero de ocorréncias de um determinado comportamento
durante o registro; a laténcia, o tempo em segundos transcorridos desde um marco inicial
até a primeira ocorréncia do comportamento; e a duracdo, o tempo total de ocorréncia de
um comportamento especifico (Agmo, 1997).

Neste estudo, a freqiiéncia e a laténcia do comportamento de monta com
intromissdo foram computadas por dez minutos. Quando a monta com intromissao ndo era
observada durante o registro (freqiiéncia igual a zero), foi computado como laténcia de

600 segundos, correspondentes ao tempo de dez minutos (Breigeiron et al., 2002).



A ejaculacdo foi registrada durante um periodo maximo de trinta minutos. Se a
ejaculagdo ndo occorria durante este periodo, a laténcia de 1800s era computada para este
animal, correspondentes ao tempo de trinta minutos (Breigeiron et al., 2002).

Para a duracdo do intervalo pés-ejaculatorio foram analisados somente os animais

que ejacularam.

7. Registro da pressao arterial média (PAM)

O registro da PAM foi realizado na fase clara do ciclo claro-escuro, na manha
seguinte ao registro do comportamento sexual. Para o registro da PAM, os animais foram
adaptados durante uma hora na sala de registro, considerada como um novo ambiente.
Passado este intervalo de adaptagdo, o pino de aco foi retirado e, a seguir, verificadas as
condigdes de perfusdo do catéter. A extremidade distal do catéter foi acoplada a um
transdutor de pressdo (TSD 104A; Biopac Systems), e os registros foram realizados por
um sistema de aquisi¢do de dados (Biopac Systems MP 100, Santa Barbara, CA)
utilizando-se o software Acknowledge (Biopac Systems).

Antes de cada animal ser registrado, o sistema foi calibrado utilizando-se um
manometro de pressdo com resolu¢do de ImmHg. Durante o registro, que teve duragdo de
vinte minutos, os animais ficaram livres para locomocao.

O valor analisado da PAM/rato correspondeu ao valor da média da PAMs

detectadas nos trinta segundos subseqiientes a contar do 15° minuto do registro.



8. Coleta sanglinea

Imediatamente apos o final do registro da PAM, os animais foram mortos por
decapitacdo e sangue troncular foi coletado em funis e tubos previamente heparinizados. O
sangue foi centrifugado a 3000rpm a 4°C, por vinte minutos, e o plasma isolado e estocado

a -20°C para procedimento de radioimunoensaio.

9. Radioimunoensaio

As concentragdes plasmaticas de LH, FSH, testosterona e PRL (ng/mL) foram
realizadas por técnicas de radioimunoensaio no laboratério do Prof. Dr. Celso Rodrigues
Franci, na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(Brasil). Neste mesmo laboratorio, foi produzido o segundo anticorpo em cabra contra
gama globulina de coelho, utilizado para precipitagdo do complexo hormonio-anticorpo
especifico, e também foram iodinados e purificados LH, FSH e PRL utilizados como
tracadores nos ensaios. A testosterona foi extraida em éter etilico antes da determinagdo
por radioimunoensaio que utilizou [1,2,6,7]’H-testosterona obtida junto a New England
Nuclear (USA), anticorpo especifico cedido pelo Dr José Antunes Rodrigues (Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP) e hormoénio padrio da Sigma Co. (USA). A
separacao do complexo testosterona-anticorpo especifico utilizou uma amostra de carvao-
dextrana (NontA & Sigma, USA) e a leitura das amostras foi realizada em liquido de
cintilagao biodegradavel (Perkim-Helmer, USA).

Todas as amostras foram dosadas em duplicata num mesmo ensaio. Os erros intra-
ensaio para LH, FSH, PRL e testosterona foram: 4%; 3,2%; 3,5% e 4,5%, enquanto as

doses minimas detectaveis foram: 0,05; 0,2; 0,2 e 0,03 ng/mL, respectivamente.



10. Administracao do bloqueador de canais de célcio nifedipina

No primeiro dia apds o “clipamento” da artéria renal, os ratos foram submetidos a
administracdo oral com uma solu¢do de nifedipina (NIF) (ACROS Organics — New Jersey
—USA) 10 mg/kg/dia em agua de beber (Hurtado et al., 2002) durante um periodo de vinte
e oito dias. Os ratos foram pesados a cada 48h para o reajuste das doses da solugdo de
nifedipina a serem administradas. As aliquotas de NIF (17 mg) [Synth — Diadema - SP],
previamente pesadas, foram dissolvidas em 3 mL de veiculo [polietilenoglicol 400 USP -
PEG 400 (2mL) e etanol (1mL); USP DI, 1997] (Budavari et al., 1996; Mohri, Uesawa &
Sagawa, 2000) e, subseqiientemente, em dgua de beber. Os recipientes contendo a solucao
foram cobertos com papel aluminio, devido a fotossensibilidade da NIF (Brilla, 2000). A
solugdo foi trocada a cada 24h, sempre no horario da 8:00h, permitindo, assim, o
acompanhamento da quantidade administrada/dia/rato. Se por trés dias consecutivos o
animal ndo ingerisse a quantidade total da solu¢do (mL/dia) oferecida, este era retirado do
experimento. Durante o tempo de administracdo da droga, os animais permaneceram
sozinhos nas caixas-residéncia.

A quantidade da solugdo (mL/dia) oferecida aos animais teve como base, uma
curva de ingestdo hidrica didria feita em experimento anterior com animais 2R/1C,
considerando os efeitos do procedimento cirirgico e as alteragdes hemodindmicas da

hipertensao renovascular, como mostra o grafico a seguir:



mL/dia
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Tempo (dias) ap6s a colocacdo do clipe em artéria renal

Figura 3: Curva de ingestdo hidrica de ratos machos 2R/1C (n=10). No dia 1 foi realizada
a cirurgia de “clipamento” da artéria renal e, entre os dias 21 e 22 (seta), a cirurgia de
cateterismo da artéria femoral. O volume de agua dos recipientes/rato foi medido
individualmente com o auxilio de um copo graduado, subtraindo-se o volume anterior das
24h pelo volume constatado no momento. O valor desta subtragdo correspondeu ao
volume ingerido nas vinte e quatro horas/rato. O procedimento de afericdo do volume

ingerido/animal foi realizado uma vez por dia, as 8:00h, durante 28 dias.

11. Afericédo do peso corporal e do peso renal

Momentos antes do animal ser decapitado, foi aferido seu peso corporal. Apds a
decapitacdo, os rins foram removidos, pesados separadamente (peso fresco), e
desprezados. O valor do peso corporal (g) e do peso renal (g) foi aferido em balanga
propria para posterior estimativa da razao entre peso renal e peso corporal.

Apds os vinte e oito dias de “clipamento” da artéria renal, a presenca do clipe, a

alteracdo do tamanho renal, tanto do rim “clipado” como do rim “ndo-clipado”, e a



auséncia de tecido necrdtico no parénquima renal, visualmente observada, foram critérios

de permanéncia dos animais no estudo.

12. Avaliagdo da espermatogénese

12.1. Producdo e maturacao espermatica

Os testiculos e epididimos direitos foram retirados, pesados, congelados em gelo
seco e armazenados a -70°C para posterior estimativa do quociente espermatico e do

transito epidimario.

12.2. Quantidade de espermatides no testiculo
ApOs a tunica albuginea ser removida, o parénquima testicular foi homogeneizado

e sonicado em 8mL de uma solucio contendo NaCl (0,9%) e Triton X - 100 (0,05%). Para
avaliacdo da quantidade espermatica, aliquotas de 100uL do homogeneizado foram

diluidas em 900uL da solucdo citada acima, sendo as espermatides resistentes a
homogeneizagdo e sonicagem (estagio 19 da espermiogénese) foram contadas em camara

de Neubauer propria.

12.3. Quantidade de espermatozoéides no epididimo

O epididimo direito foi dividido nas unidades cabeca-corpo e cauda, que em

seguida foram pesadas, homogeneizadas e sonicadas, separadamente, segundo o mesmo



protocolo empregado para a estimativa da quantidade de espermatides/testiculo. Aliquotas
de 50uL foram diluidas em 950uL de solu¢do contendo Triton X-100 (0,05%) para

contagem dos espermatozodides/unidade em camara de Neubauer propria.

12.4. Calculo da producéo espermética diaria (PED) e transito epidimario (TE)

Apds a contagem das espermatides no testiculo, o valor encontrado foi dividido
pelo peso do parénquima testicular para a obtengdo do quociente espermatico/testiculo
(QE). O resultado do QE foi dividido por 6,1 (nimero de dias que as espermatides no
estagio 19 permanecem nos tibulos seminiferos) (Robb, Amann & Killian, 1978; Mazaro
et al., 2000). O resultado desta divisdo ¢ igual a PED.

A determinagdo da PED foi necessaria para o calculo do TE.

Apo6s a contagem dos espermatozodides em cabega-cauda e corpo do epididimo, o
valor encontrado/unidade foi dividido pelo peso do parénquima epidimario da respectiva
unidade, obtendo-se a concentracdo de espermatozodides (CE) separadamente da cabeca-
corpo e da cauda do epididimo. Para célcular o TE/unidade ao longo do ducto epidimario,
o valor referente a CE foi dividido pelo respectivo valor da PED (Zenick et al., 1994).
Para o calculo do TE total, foram somados os valores do TE da cabega-corpo e da cauda

do epididimo.

Portanto,

quantidade de espermatides

QE =

peso do parénquima testicular




Entao,

QE
PED =

6,1

Portanto,
quantidade de espermatozodides
CE =
peso do parénquima do epididimo

Assim,

CE

TE =
PED

O QE e o TE total foram utilizados como referéncia para a avaliagdo da

espermatogénese neste estudo.



13. Desenho experimental

Os experimentos foram divididos como se seguem:

13.1. Experimento | - Avaliacdo da funcdo reprodutiva de ratos machos induzidos a
hipertenséo pelo modelo 2R/1C.

Animais sexualmente avaliados pelo teste de desempenho sexual foram submetidos
a cirurgia ficticia ou a cirurgia de 2R/1C. Os animais foram divididos em dois grupos:
ficticio (FICT); n=23: ratos machos normotensos submetidos ao procedimento cirurgico
do modelo 2R/1C, com excegdo da colocagdo efetiva do clipe de prata na artéria renal; e
2R/1C; n=23: ratos machos com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C.

Apds vinte e um dias da cirurgia ficticia ou da cirurgia 2R/1C, os animais foram
cateterizados na artéria femoral. Passados seis dias deste procedimento cirurgico, foram
registrados o comportamento sexual e, na manha seguinte, a PAM. O sangue foi coletado
para a dosagem das concentragdes plasmaticas hormonais, e o testiculo-epididimo retirado
para a avaliacdo dos parametros de fun¢ao gonadal. Os rins foram retirados para a aferigao
do peso renal.

Apo6s vinte e oito dias do “clipamento” da artéria renal ou da cirurgia ficticia,
foram utilizados dezesseis animais no grupo FICT e vinte animais no grupo 2R/1C para
calcular a razdo entre o peso renal e o peso corporal, e onze animais/grupo para a
avaliacdo da espermatogénese. Nos demais procedimentos, foi utilizado o niimero total de

animais/grupo.

13.1.1. Objetivo



Testar o efeito da hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C sobre a fungao

reprodutiva de ratos machos.

13.1.2. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada entre os dois grupos: 2R/1C e ficticio. Os dados
paramétricos (freqiiéncia da monta com intromissdo e duracdo do intervalo pos-
ejaculatorio; PAM; concentragdes plasmaticas de LH, FSH, testosterona e PRL; quociente
espermatico; transito epidimario e peso renal/peso corporal) foram analisados pelo teste
t-Student, considerando as diferengas significativas entre as médias (xE.P.M.). Dados
ndo-paramétricos (laténcia da monta com intromissdo e da ejaculacdo) foram analisados
pelo teste Mann-Whitney. A porcentagem de animais que ejacularam ou apresentaram
intervalo poés-ejaculatorio foi comparada pelo teste Qui-quadrado. As diferengas
consideradas estatisticamente significativas apresentaram uma probabilidade menor do
que 5%. As analises foram realizadas utilizando o programa SPSS 12.0. Os graficos foram

realizados utilizando o programa GraphPad Prism 3.03.

13.2. Experimento Il - Avaliacdo da funcéo reprodutiva de ratos machos submetidos
a cirurgia ficticia ou ao modelo 2R/1C e tratados com o bloqueador de canais de
célcio nifedipina.

Animais sexualmente avaliados pelo teste de desempenho sexual foram divididos
em quatro grupos: ficticio (FICT) +V; n=10: ratos machos submetidos a cirurgia ficticia,
com uso de veiculo (V) [PEG 400 + etanol]; ficticio (FICT) +N; n=13: ratos machos

submetidos a cirurgia ficticia e tratados com uma mistura de veiculo e nifedipina



(10mg/kg/rato); 2R/1C+V; n=14: ratos machos submetidos a cirurgia 2R/1C, com uso de
veiculo (V) [PEG 400 + etanol]; e 2R/1C+N; n=16: ratos machos submetidos a cirurgia
2R/IC e tratados com uma mistura de veiculo e nifedipina (10mg/kg/rato). Os quatro
grupos receberam veiculo ou veiculo e nifedipina, diluidos em dgua de beber, durante todo
0 experimento.

Apo6s vinte e um dias do “clipamento” da artéria renal, os animais foram
cateterizados na artéria femoral. Passados seis dias deste procedimento cirurgico, foram
registrados o comportamento sexual e, na manha seguinte, a PAM. O sangue foi coletado
para a dosagem das concentracdes plasmaticas hormonais, e o testiculo-epididimo retirado
para a avaliacdo dos parametros de fungdo gonadal. Os rins foram retirados para a aferi¢ao
do peso renal.

Apos vinte e oito dias do “clipamento” da artéria renal ou da cirurgia ficticia, o
nimero de animais/grupo utilizado para calcular a razdo entre o peso renal e o peso
corporal foi: FICT+V (n=7); FICT+N (n=7); 2R/1C+V (n=9) e 2R/IC+N (n=11); para a
avaliacdo da espermatogénese foi: FICT+V (n=10); FICT+N (n=10); 2R/1C+V (n=7) ¢
2R/IC+N (n=9); e para a dosagem da testosterona: 2R/1C+V (n=8) e 2R/1C+N (n=11).

Nos demais procedimentos, foi utilizado o nimero total de animais/grupo.

13.2.1. Objetivo
Testar o efeito do “clipamento” da artéria renal (modelo 2R/1C) sobre a fungao
reprodutiva de ratos machos com pressdo arterial normal devido ao tratamento com o

bloqueador de canais de calcio nifedipina.

13.2.2. Andlise estatistica



Os grupos utilizados foram: FICT+V, FICT+N, 2R/1C+V e 2R/IC+N. A analise
dos dados foi realizada considerando os efeitos principais: presenca do clipe e tratamento
com nifedipina.

Para os dados de freqiiéncia da monta com intromissdo e durag¢do do intervalo pos-
ejaculatorio; PAM; concentragdes plasmaticas de LH, FSH, testosterona e PRL; quociente
espermatico; transito epidimario e peso renal/peso corporal foi utilizada a ANOVA de
duas vias considerando as diferencas significativas entre as médias (£E.P.M.). Para as
varidveis: freqiiéncia de monta com intromissao e concentragdes plasmaticas de LH, FSH,
testosterona e PRL, foi realizada a transformagdo logaritma antes da ANOVA. O teste de
comparagdes multiplas Newman-Keuls foi utilizado somente na ocorréncia de diferenga
significativa na interagdo entre os efeitos principais para identificagdo do(s) grupo(s) em
que ocorre a diferenca.

Para os dados de laténcia da monta com intromissao e da ejaculagao foi utilizado o
teste Kruskal-Wallis para os efeitos principais, considerando as diferencas significativas
entre as medianas (intervalo interquartil). O teste de comparagdes multiplas Dunn (post-
hoc) foi utilizado somente na ocorréncia de diferenca significativa na interacdo entre os
efeitos principais para identificacdo do(s) grupo(s) em que ocorre a diferenga.

A porcentagem de animais que ejacularam ou apresentaram intervalo pos-
ejaculatdrio foi comparada pelo teste Qui-quadrado.

As diferencas consideradas estatisticamente significativas apresentaram uma
probabilidade menor do que 5%. As andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS

12.0. Os graficos foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism 3.03.



14. Resumo do protocolo experimental

DIAS

1°-13°

14°-20°

21°

22°

43°

49°

50°

EVENTOS

Padronizacdo do peso corporal dos machos (270g+10).

Machos e fémeas (OVX e induzidas ao estro comportamental por
reposicao hormonal) foram colocados em caixas-residéncia (3 machos/1
fémea) para experiéncia sexual.

Fémeas foram retiradas das caixas-residéncia.

Machos sem contato com fémeas (periodo de abstinéncia sexual).

Noite - Machos foram avaliados pelo desempenho sexual. Fémeas
OVXs e induzidas ao estro comportamental por reposi¢do hormonal
foram utilizadas para o teste.

Ratos considerados sexualmente aptos foram submetidos a cirurgia de
“clipamento” da artéria renal esquerda (com ou sem clipe).

Para os animais pertencentes ao experimento II, iniciou-se a
administracdo oral de nifedipina (10 mg/kg/rato) ou veiculo.

Ratos com peso corporal 350g+20 foram submetidos a cirurgia de
cateterizagdo da artéria femoral.

Noite — registro do comportamento sexual. Fémeas OVXs e induzidas
ao estro comportamental por reposicdo hormonal foram utilizadas para
0 registro.

Manha — registro da PAM.

Os animais foram decapitados; o sangue foi coletado, o testiculo-

epididimo retirado e os rins pesados.



RESULTADOS




1. Expresséo dos resultados

Os resultados mostrados a seguir estao expressos da seguinte forma:

Para o comportamento sexual, os resultados sdo descritos numericamente em
freqliéncia, laténcia e duracdo dos comportamentos, sendo que algumas observacdes
devem ser feitas:

- os valores relativos a freqliéncia de monta com intromissao estao expressos como
a médiaterro padrao da média (EPM) do niimero de vezes que o comportamento acontecia
em um intervalo de tempo de dez minutos (600s).

- os valores relativos as laténcias estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil. A laténcia da monta com intromissdo foi considerada o intervalo de tempo de
dez minutos (600s) desde o inicio do registro até a ocorréncia do respectivo
comportamento; a laténcia de ejaculacdo foi considerada o intervalo de tempo de trinta
minutos (1800s) desde a primeira monta com intromissao até a ocorréncia da ejaculagao
(Breigeiron et al., 2002).

- os valores relativos a duragdo do intervalo pds-ejaculatorio estdo expressos como
a médiatEPM e correspondem ao intervalo desde a ejaculacdo até a monta com ou sem
intromissdo subseqiiente, considerando um intervalo maximo de trinta minutos (1800s) a
contar da ejaculacdo (Breigeiron et al., 2002).

Os resultados referentes ao comportamento sexual sdo mostrados em tabelas, sendo
que os valores referentes aos efeitos principais (presenga do clipe e uso da nifedipina) para
freqliéncia de monta com intromissdo e duracdo do intervalo pds-ejaculatério sdo

expressos como médiatEPM dos valores obtidos, porém ndo sao tabelados.



Os resultados de PAM, concentragdes plasmaticas de LH, FSH, testosterona e

PRL, espermatogénese, e peso renal/peso corporal estdo expressos numericamente como a
médiatEPM dos valores obtidos e sdo demostrados em graficos. Os valores referentes aos

efeitos principais (presenca do clipe e uso da nifedipina) para PAM, concentragdes

plasmaticas de LH, FSH, testosterona ¢ PRL, espermatogénese, ¢ peso renal/peso corporal
sdo expressos como médiatEPM dos valores obtidos, porém ndo sdo mostrados

graficamente.



2. Experimentos

2.1. Experimento | - Avaliacdo da funcéo reprodutiva de ratos machos induzidos a

hipertensao pelo modelo 2R/1C.
2.1.1. Pressdo Arterial Média (PAM)

A Figura 4 representa a PAM (mmHg). Houve um aumento significativo da PAM
de 41,4% no grupo 2R/1C (127,04+2,2) quando comparado ao grupo ficticio (89,8+1,8);

(t=13,03; P<0,0001).

Figura 4. PAM (mmHg) de ratos machos apds vinte e oito dias de cirurgia ficticia (FICT;
n=23) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C; n=23). Os valores correspondem a média
das PAMs detectadas nos trinta segundos subseqiientes a contar do 15° minuto do registro.
Para a aquisicdo dos dados, foi utilizado o sistema Acknowlegde/BIOPAC. Os dados
foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo expressos como

médiatEPM. *P<0,0001.



2.1.2. Peso renal/peso corporal

2.1.2.1. Peso renal esquerdo/peso corporal

A Figura 5 representa o peso renal esquerdo/peso corporal [PRE/PC (x107g)].
Houve uma redugdo significativa de 63,6% no PRE/PC no grupo 2R/1C (1,2+0,1) quando

comparado ao grupo ficticio (3,3+0,05); (t=22,17; P <0,0001).

PRE/PC [x107] (g)
e

FICT 2R/1C

Figura 5. Peso renal esquerdo/peso corporal [PRE/PC (x107g)] de ratos machos apds
vinte e oito dias de cirurgia ficticia (FICT; n=16) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C;
n=20). Os valores obtidos referem-se a razdo entre o peso renal esquerdo € o peso
corporal. Os dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo

expressos como médiaxEPM. * P<0,0001.



2.1.2.2. Peso renal direito/peso corporal

A Figura 6 representa o peso renal direito/peso corporal [PRD/PC (x107g)].

Houve um aumento significativo de 30,3% no PRD/PC no grupo 2R/1C (4,3+0,1) quando

comparado ao grupo ficticio (3,3+0,05); (t= 8,60; P <0,0001).

PRD/PC [x107%] (g)

FICT 2R/1C

Figura 6. Peso renal direito/peso corporal [PRD/PC (x107g)] de ratos machos apos vinte

e oito dias de cirurgia ficticia (FICT; n=16) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C;
n=20). Os valores obtidos referem-se a razdo entre o peso renal direito e o peso corporal.
Os dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo expressos

como média+EPM. * P<0,0001.



2.1.3. Comportamento Sexual

A Tabela 1 mostra a freqliéncia de monta com intromissao (n°/10min), laténcia de
monta com intromissao (s), laténcia de ejaculagdo (s) e intervalo pos-ejaculatorio (s),
como também, o nimero de animais que executou ejaculagdo e apresentou intervalo pos-
ejaculatorio (%) dos grupos: ficticio e 2R/1C.

Na comparagdo entre os grupos, os animais do grupo 2R/1C apresentaram uma
reducdo significativa de 45,4% na freqiiéncia de monta com intromissdo (t= 4,73;
P<0,0001) e um aumento significativo de 223,8% na laténcia de monta com intromissao
(U= 71,50; P<0,0001), de 227,3% na laténcia de ejaculacdo (U= 34,00; P<0,0001) e de
139,5% no intervalo pos-ejaculatorio (t= 3,64; P<0,001) quando comparados aos animais
do grupo ficticio.

O teste Qui-quadrado mostrou que no grupo 2R/1C houve uma redugdo
significativa de 43,5% no numero de animais que ejacularam (x*=12,78; P<0,0005) e de
23% no numero de animais que apresentaram intervalo pos-ejaculatorio (x*=5,79;
P<0,02) quando comparado ao grupo ficticio.

No grupo 2R/1C, de um total de 23 animais, 13 apresentaram ejaculagdo e, destes,
10 mostraram intervalo poés-ejaculatorio. No grupo ficticio, todos os animais apresentaram

ejaculagdo e intervalo pos-ejaculatorio.



Comportamento sexual de ratos machos submetidos a cirurgia ficticia e ao modelo 2R/1C.

ITENS COMPORTAMENTAIS FICT 2R/1C
Freqiiéncia de monta com intromissdo (n°/10 min) 9,7+0,7 53+0,7*
Laténcia de monta com intromiss3o (s) 21,0 (12,0/ 54,0) 68,0 (56,5 /363,0)*
Laténcia de ejaculagio(s) 526,0 (437,5/983.,5) 1722,0 (1296,0 / 1800,0)*

Animais que ejacularam (%) 100 (23/23) 56,5 (13/23)*
Intervalo pos-ejaculatorio(s) 3223+ 12,0 772,0+ 164,6*
Animais que apresentaram 100 (23/23) 77 (10/13)*

periodo pos-ejaculatorio (%)

Tabela 1. Comportamento sexual de ratos machos apds vinte e oito dias de cirurgia
ficticia (FICT; n=23) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C; n=23). A freqiiéncia ¢ a
laténcia da monta com intromissdo foram obtidas em sessdes de observagdo de 10 min. A
laténcia da ejaculagdo foi obtida em sessdes de observacdo de 30 min apds a primeira
monta com intromissdo. A duracdo do intervalo pds-ejaculatério foi obtida considerando
um novo periodo de observacao de 30 min a contar da ejaculacdo. Foi utilizado o teste
t-Student para freqiiencia de monta com intromissdo (n°/10 min) ¢ duragdo do intervalo

pos-ejaculatorio; os valores estdo expressos com médiatEPM. Para laténcia (s) de monta



com intromissdo ¢ de ejaculagdo, foi utilizado o teste Mann-Whitney; os valores estdo
expressos como mediana (intervalo interquartil). Para o numero animais que executou
ejaculagdo e apresentou intervalo pds-ejaculatério, foi utilizado o teste Qui-quadrado; os
valores estdo expressos em porcentagem (%) [0os numeros entre parénteses indicam os
animais que executaram ejaculacdo e/ou apresentaram intervalo pos-ejaculatorio/nimero

total de animais].* P<0,02.

2.1.4. Concentracéo plasmatica dos hormonios

2.1.4.1. Prolactina (PRL)

A Figura 7 representa a concentracdo plasmatica de PRL (ng/mL). Houve um
aumento significativo de 297% da PRL plasmatica no grupo 2R/1C (29,0+3,1) quando

comparado ao grupo ficticio (7,3+0,8); (= 6,82; P<0,0001).



Figura 7. Concentragao plasmatica de PRL (ng/mL) de ratos machos apos vinte e oito
dias de cirurgia ficticia (FICT; n=23) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C; n=23). Os
dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo expressos como

média+EPM. *P<0,0001.

2.1.4.2. Hormonio luteinizante (LH)

A Figura 8 representa a concentracao plasmatica de LH (ng/mL). Nao houve
diferenca significativa do LH plasmatico no grupo 2R/1C (0,45+0,10) quando comparado

ao grupo ficticio (0,57+0,12).



Figura 8. Concentragdo plasmatica de LH (ng/mL) de ratos machos apos vinte ¢ oito dias
de cirurgia ficticia (FICT; n=23) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C; n=23). Os dados
foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo expressos como

média+tEPM.

2.1.4.3. Hormaonio foliculo estimulante (FSH)

A Figura 9 representa a concentracao plasmatica de FSH (ng/mL). Nao houve
diferenca significativa do FSH plasmatico no grupo 2R/1C (7,7+0,7) quando comparado

ao grupo ficticio (8,9+1,0).



Figura 9. Concentragao plasmatica de FSH (ng/mL) de ratos machos apos vinte e oito
dias de cirurgia ficticia (FICT; n=23) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C; n=23). Os
dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo expressos como

média+tEPM.

2.1.4.4. Testosterona

A Figura 10 representa a concentracdo plasmdtica de testosterona (ng/mL).
Houve uma reducdo significativa de 50% da testosterona plasmatica no grupo 2R/1C

(0,17+0,03) quando comparado ao grupo ficticio (0,34+0,06); (t= 2,28; P<0,03).



Figura 10. Concentragdo plasmatica de testosterona (ng/mL) de ratos machos apos vinte e
oito dias de cirurgia ficticia (FICT; n=23) ou “clipamento” da artéria renal (2R/1C; n=23).
Os dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da analise estdo expressos

como média=EPM. *P<0,03.

2.1.5. Espermatogénese

2.1.5.1. Quociente de espermatides

A Figura 11 representa o quociente de espermatides (n°x10°). Houve uma redugio
significativa de 17,5% do quociente de espermatides no grupo 2R/1C (177,5+6,8) quando

comparado ao grupo ficticio (215,1£7,5); (t=3,71; P<0,002).



Figura 11. Quociente de espermatides (nimero de espermatides / testiculo — n° x 10°) de
ratos machos apos vinte e oito dias de cirurgia ficticia (FICT; n=11) ou “clipamento” da
artéria renal (2R/1C; n=11). Os dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da

analise estdo expressos como média+EPM.* P<0,002.

2.1.5.2. Transito epidimario

A Figura 12 representa o transito epidimario (n° de dias). Houve um aumento
significativo de 30,4% do transito epidimario no grupo 2R/1C (10,3+0,6) quando

comparado ao grupo ficticio (7,9+£0,4); (t= 3,10; P<0,006).



Figura 12. Transito epidimario (n° de dias para a maturagdo dos espermatozoides) de ratos
machos apo6s vinte e oito dias de cirurgia ficticia (FICT; n=11) ou “clipamento” da artéria
renal (2R/1C; n=11). Os dados foram analisados pelo teste t-Student. Os valores da

analise estao expressos como média+tEPM. * P<0,006.



2.2. Experimento Il - Avaliacao da fun¢ao reprodutiva de ratos machos submetidos a
cirurgia ficticia ou ao modelo 2R/1C e tratados com o bloqueador de canais de célcio

nifedipina.

2.2.1. Pressdo arterial media (PAM)

A Figura 13 representa a PAM (mmHg). Foi verificado efeito significativo para a
presenca do clipe [F(1,49)= 43,54; P<0,0001], para o uso da nifedipina [F(1,49)= 20,51;
P<0,0001] e para a interagdo entre a presenca do clipe e o uso da nifedipina [F(1,49)=
33,08; P<0,0001].

A médiazEPM dos efeitos principais (presenca do clipe e uso da nifedipina)
mostrou que a PAM foi maior nos animais “clipados” na artéria renal (106,8+3,6) quando
comparados aos animais com cirurgia fictica (88,0+2,0), e nos animais em uso de veiculo
(107,8+4,2) em relagdo aos animais tratados com nifedipina (91,0£2,3).

O teste de Newman-Keuls mostrou um aumento significativo da PAM do grupo
2R/1C+V (123,4+2,6) em relagao aos grupos FICT+V (85,942,0), FICT+N (89,6£3,3) e
2R/1ICH+N (92,2+3,3), para P<0,0002; os grupos 2R/1C+N, FICT+N e FIVT+V nio

diferiram significativamente quando comparados entre si.



Figura 13. PAM (mmHg) de ratos machos ap6s vinte e oito dias da cirurgia ficticia e em
uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou tratados com nifedipina (FICT+N; n=13), e do
“clipamento” da artéria renal, em uso de veiculo (2R/1C+V; n=14) ou tratados com
nifedipina (2R/1C+NIF; n=16). Os valores correspondem a média das PAMs detectadas
nos trinta segundos subseqiientes a contar do 15° minuto do registro. Para a aquisi¢do dos
dados foi utilizado o sistema Acknowlegde/BIOPAC. A ANOVA de duas vias foi
utilizada na comparacao entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da nifedipina.
O teste de comparagdes multiplas Newman-Keuls foi utilizado na comparagao entre os
grupos. Os valores da andlise estdo expressos como médiazEPM. Letras diferentes

significam diferenca estatistica entre grupos (P<0,0002).



2.2.2. Peso renal/Peso corporal

2.2.2.1. Peso renal esquerdo/Peso corporal

A Figura 14 representa o peso renal esquerdo/peso corporal [PRE/PC (x107g)].
Nao foi observado efeito significativo para a interacao entre a presenga do clipe e o uso da
nifedipina [F(1,30)=2,71; P=0,110]; entretanto, foi detectado efeito significativo para a
presenga do clipe [F(1,30)= 62,18; P<0,0001] e para o uso da nifedipina [F(1,30)= 5,13;
P=0,031].

A médiaztEPM dos efeitos principais (presenca do clipe e uso da nifedipina)
mostrou que o peso renal esquerdo/peso corporal foi menor nos animais “clipados” na
artéria renal (1,66+0,20) quando comparados aos animais com cirurgia fictica (3,34+0,05),
e nos animais em uso de veiculo (2,11£0,30) em relacdo aos animais tratados com
nifedipina (2,58+0,23): houve reducgdo significativa do PRE/PC nos grupos 2R/1C+V
(1,08+0,14) e 2R/1C+N (1,54+0,14) quando comparados aos grupos FICT+V (3,28+0,07)
e FICT+N (3,41+0,06), e dos grupos FICT+V e 2R/1C+V em relagdo aos grupos FICT+N

e 2R/1C+N.



PRE/PC [x107] (g)

FICT+V 2R/1C+V FICT+N 2R/1C+N

Figura 14. Peso renal esquerdo/peso corporal [PRE/PC (x107g)] de ratos machos apés

vinte e oito dias da cirurgia ficticia ¢ em uso de veiculo (FICT+V; n=7) ou tratados com
nifedipina (FICT+N; n=7), e do “clipamento” da artéria renal e em uso de veiculo
(2R/1C+V; n=9) ou tratados com nifedipina (2R/IC+N; n=11). Os valores obtidos
referem-se a razao entre o peso renal esquerdo e o peso corporal. A ANOVA de duas vias
foi utilizada na comparagdo entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da
nifedipina. Os valores da andlise estdo expressos como média+tEPM. (*) significa

diferenca estatistica entre grupos. P<0,05.



2.2.2.2. Peso renal direito/Peso corporal

A Figura 15 representa o peso renal direito/peso corporal [PRD/PC (xlO'3 g)]. Ndo
foi observado efeito significativo para o uso da nifedipina [F(1,30)= 2,22; P=0,147] e para
a interagdo entre a presenca do clipe e o uso da nifedipina [F(1,30)=0,13; P=0,721];
entretanto, foi detectado efeito significativo para a presenca do clipe [F(1,30)= 10,76;
P=0,003].

A médiatEPM do efeito da presenga do clipe mostrou que o peso renal
direito/peso corporal foi maior nos animais “clipados” na artéria renal (3,8140,11) quando
comparados aos animais com cirurgia fictica (3,36+0,05): houve aumento significativo do
PRD/PC nos grupos 2R/1C+N (3,93+0,13) e 2R/1C+V (3,68+0,17) em relagdo aos grupos

FICT+N (3,43£0,09) e FICT+V (3,28+0,05).

*

PRD/PC [x107%] (g)

FICT+V  2R/1C+V FICT+N 2R/1C+N



Figura 15. Peso renal direito/peso corporal [PRD/PC (x107°g)] de ratos machos apés
vinte e oito dias da cirurgia ficticia ¢ em uso de veiculo (FICT+V; n=7) ou tratados com
nifedipina (FICT+N; n=7), e do “clipamento” da artéria renal e em uso de veiculo
(2R/1C+V; n=9) ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=11). Os valores obtidos
referem-se a razao entre o peso renal direito e o peso corporal. A ANOVA de duas vias foi
utilizada na comparacao entre os efeitos principais: presenga do clipe e uso da nifedipina.
Os valores da anélise estdo expressos como médiatEPM. (*) significa diferenca estatistica

entre grupos. P<0,05.

2.2.3.Comportamento Sexual

A Tabela 2 mostra a freqiiéncia de monta com intromissao (n°10min), laténcia de
monta com intromissdo (s), laténcia de ejaculacdo (s) e intervalo pos-ejaculatorio (s),
como também, o nimero de animais que executaram ejaculagcdo e apresentaram intervalo
pos-ejaculatorio (%) dos grupos: FICT+V, 2R/1C+V, FICT+N e 2R/1C+N.

Considerando a freqiiéncia de monta com intromissdo, foi observado efeito
significativo para o uso da nifedipina [F(1,49)= 4,94; P=0,031], para a presenga do clipe
[F(1,49)=8,98; P<0,04] e para a interagdo entre a presenca do clipe e o uso da nifedipina
[F(1,49)=6,58; P<0,02]. A médiazEPM dos efeitos principais (presenca do clipe e uso da
nifedipina) mostrou que a freqiiéncia de monta com intromissdo foi menor nos animais

“clipados” na artéria renal (7,3£1,0) quando comparados aos animais com cirurgia fictica
(9,4+0,4), ¢ nos animais em uso de veiculo (6,8+0,8) em relagdo aos animais tratados com

nifedipina (9,3+0,8). O teste de Newman-Keuls mostrou uma redu¢do significativa na



freqiiéncia de monta do grupo 2R/1C+V (4,710,9) em relagdo aos grupos FICT+V
(9,840,8; P<0,02), FICT+N (9,140,6; P<0,006) e 2R/1C+N (9,5%1,4; P<0,005); os grupos
2R/1C+N, FICT+N e FICT+V nao diferiram significativamente quando comparados entre
Si.

Quanto a laténcia de monta com intromissdo, foi detectado efeito significativo
para a presenca do clipe [H (1,51)= 16,69; P<0,0001] e para o uso da nifedipina
[H (1,51)= 6,58; P<0,02]. O teste de Dunn mostrou um aumento significativo na laténcia
de monta do grupo 2R/1C+V [100,5(48,0/518,0)] em relagdo aos grupos FICT+V
[22,0(10,5/46,5); P<0,05] e FICT+N [14,0(11,0/19,5); P<0,001]; o grupo 2R/1C+N
[28,5(21,0/76,5)] ndo apresentou diferenca significativa quando comparado aos demais, e
os grupos FICT+N e FICT+V nao diferiram significativamente quando comparados entre
Si.

Para a laténcia de ejaculagdo foi detectado efeito significativo para a presenca do
clipe [H (1,51)= 7,49; P<0,007] e para o uso da nifedipina [H (1,51)= 9,07; P<0,003]. O
teste de Dunn mostrou um aumento significativo da laténcia de ejaculagdo do grupo
2R/1C+V [1393,5(716,5/1800,0)] em relacao aos grupos 2R/1C+N [479,5 (321,5/763,0);
P<0,05] e FICT+N [360,0 (218,0/588,5); P<0,001]; o grupo FICT+V [523,5(330,5/923,0)]
ndo apresentou diferenca significativa quando comparado aos demais; os grupos 2R/1C+N
e FICT+N nao diferiram significativamente quando comparados entre si.

Quanto ao niimero de animais que ejacularam (%), o teste Qui-quadrado ndo
mostrou efeito significativo para a presenca do clipe [FICT+V e 2R/IC+V; y*=3,43;

P=0,064], entretanto, detectou efeito significativo para o uso da nifedipina [2R/1C+V e



2R/ICHN; y’= 5,27; P<0,03] — houve uma redugio significativa de 29% no grupo
2R/1C+V em relagdo aos demais grupos, independente do efeito da presenga do clipe.
Considerando o intervalo pos-ejaculatdrio, foi verificado efeito significativo para a
presenca do clipe [F(1,45)= 13,43; P=0,001], para o uso da nifedipina [F(1,45)= 10,68;
P=0,002] e para a interacdo entre a presen¢a do clipe ¢ o uso da nifedipina [F (1,45)=
6,73; P=0,013]. A médiatEPM dos efeitos principais (presenca do clipe e uso da
nifedipina) mostrou que o aumento do intervalo pos-ejaculatorio foi maior nos animais
“clipados” na artéria renal (519,4+93,5) quando comparados aos animais com cirurgia
fictica (302,4+11,1) e nos animais em uso de veiculo (567,8£119,8) em relacdo aos

animais tratados com nifedipina (313,9£11,2). O teste de Newman-Keuls mostrou um

aumento do intervalo pds-ejaculatério do grupo 2R/1C+V (818,6+215,0) quando
comparado aos grupos FICT+V (317,0£19,8; P<0,003), FICT+N (291,2+11,2; P<0,002) e
2R/TICHN (332,4£17,0; P<0,0005); os grupos 2K/IC+N, FICT+N e FICT+V ndo
diferiram significativamente quando comparados entre si

Quanto ao numero de animais que apresentaram intervalo pos-ejaculatorio (%), o
teste Qui-quadrado ndo mostrou efeito significativo para a presenga do clipe [FICT+V e
2R/1C+V; x2=3,53; P=0,06], entretanto, detectou efeito significativo para o uso da
nifedipina [2R/1C+V e 2R/1C+N; x2= 5,43; P<0,02] — houve uma reducao significativa
de 30% no grupo 2R/1C+V em relacdo aos demais grupos, independente do efeito da

presenca do clipe.



Comportamento sexual de ratos machos submetidos a cirurgia ficticia e ao modelo 2R/1C,

tratados com veiculo ou com o bloqueador de canais de célcio nifedipina.

ITENS COMPORTAMENTAIS FICT+V 2R/1C+V FICT+N 2R/1C+N
Freqiiéncia de monta com 9,8+ 0,8" 4,7+ 0,9b 9,1+ 0,6" 9,5+ 14"
intromissao (n°10 min)
Laténcia de monta 22,0 100,5° 14,0 28,5%°
com intromissdo (s) (10,5 / 46,5) (48,0 / 518,0) (11,0/19,5) (21,0/76,5)
A s s ~ ab b a a
Laténcia de ejaculago(s) 523,5 1393,5 360,0 479,5
(330,5/923,0) (716,5/1800,0) (218,0/588,5) (321,5/763,0)
Animais que ejacularam (%) 100 7 100 100
(10/10) (10/14) (13/13) (16/16)
Intervalo pos-ejaculatorio(s) 317,0£20,9" 818,6+215,0° 2912+ 11,2" 332,4+17,0°
Animais que apresentaram 100 70" 100 100
periodo pos-ejaculatorio (%) (10/10) (7/10) (13/13) (16/16)

Tabela 2. Comportamento sexual de ratos machos apds vinte e oito dias da cirurgia

ficticia e em uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou tratados com nifedipina (FICT+N; n=13),

e do “clipamento” da artéria renal ¢ em uso de veiculo (2R/1C+V; n=14) ou tratados com

nifedipina (2R/1C+N; n=16). A freqiiéncia e a laténcia da monta com intromissdo foram

obtidas em sessdes de observacdo de 10min. A laténcia da ejaculacdo foi obtida em

sessoes de observacao de 30min apos a primeira monta com intromissdo. A duracdo do

intervalo pods-ejaculatério foi obtida considerando um novo periodo de observagdao de

30min a contar da ejaculacdo. Para a freqliencia de monta com intromissdo (n°/10min) e



duragdo do intervalo pos-ejaculatorio, foi utilizada a ANOVA de duas vias na comparagao
entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da nifedipina, e o teste de comparagdes
multiplas Newman-Keuls na comparagio entre os grupos; os valores estdo expressos como
médiaxEPM. Para laténcia (s) de monta com intromissdo e de ejaculacdo foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn; os valores
estdo expressos em mediana (intervalo interquartil). Para o nimero animais que
executaram o comportamento de ejaculacdo ou apresentaram intervalo pos-ejaculatorio foi
utilizado o teste Qui-quadrado; os valores estdo expressos em porcentagem (%) [os
nimeros entre parénteses indicam os animais que ejacularam e/ou apresentaram intervalo
pos-ejaculatorio/nimero total de animais]. Letras diferentes significam diferenga
estatistica entre grupos e (*) diferenca estatisticamente significativa para o efeito do uso

da nifedipina (P<0,05).

2.2.4. Concentracdo plasmatica dos horménios

2.2.4.1. Prolactina (PRL)

A Figura 16 representa a concentragdo plasmatica de PRL (ng/mL). Foi verificado
efeito significativo para a presenca do clipe [F(1,49)=6,51; P=0,014], para o uso da
nifedipina [F(1,49)= 4,40; P=0,041] e para a interagdo entre o efeito da presenga do clipe
e o uso da nifedipina [F(1,49)=7,71; P=0,008].

A médiazEPM dos efeitos principais (presenca do clipe e uso da nifedipina)

mostrou que a concentracdo plasmatica de PRL foi maior nos animais “clipados” na



artéria renal (8,7£1,2) quando comparados aos animais com cirurgia fictica (5,6%0,7), e
nos animais em uso de veiculo (9,1+£1,4) em relagdo aos animais tratados com nifedipina
(6,0£0,7).

O teste de Newman-Keuls mostrou um aumento significativo da PRL plasmatica
do grupo 2R/1C+V (12,2+1,9) quando comparado aos grupos FICT+V (4,8+0,6;
P<0,004); FICT+N (6,3£1,3; P<0,003) e 2R/1C+N (5,7+0,9; P<0,002); os grupos
2R/1C+N, FICT+N e FICT+V nio diferiram significativamente quando comparados entre

si.

Figura 16. Concentragdo plasmatica de PRL (ng/mL) de ratos machos apds vinte ¢ oito
dias da cirurgia ficticia e em uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou tratados com nifedipina
(FICT+N; n=13), e do “clipamento” da artéria renal e em uso de veiculo (2R/1C+V; n=14)
ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=16). Foi utilizada a ANOVA de duas vias na

comparac¢do entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da nifedipina. O teste de



comparagdes multiplas Newman-Keuls foi utilizado na comparagdo entre os grupos. Os
valores da andlise estdo expressos como médiaxtEPM. Letras diferentes significam

diferenca estatistica entre grupos. P<0,05.

2.2.4.2. Hormonio luteinizante (LH)

A Figura 17 representa a concentragdo plasmatica de LH (ng/mL). Nao foi
observado efeito significativo para a presenga do clipe [F(1,49)= 0,15; P=0,699], do uso
da nifedipina [F(1,49) = 3,06; P=0,087] e para a interagdo entre o efeito da presenca do
clipe e o uso da nifedipina [F(1,49) = 0,11; P=0,740] sobre o LH plasmatico nos grupos
FICT+V (0,31+£0,07), 2R/1C+V (0,29+£0,06), FICT+N (0,21+0,06) e 2R/1C+N

(0,25+0,08).



Figura 17. Concentragdo plasmatica de LH (ng/mL) de ratos machos apos vinte e oito
dias da cirurgia ficticia e em uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou tratados com nifedipina
(FICT+N; n=13), e do “clipamento” da artéria renal e em uso de veiculo (2R/1C+V; n=14)
ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=16). A ANOVA de duas vias foi utilizada na
comparagdo entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da nifedipina. Os valores

da andlise estdo expressos como média=EPM.



2.2.4.3. Hormonio foliculo estimulante (FSH)

A Figura 18 representa a concentragcdo plasmatica de FSH (ng/mL). Nao foi
observado efeito significativo do uso da nifedipina [F(1,49)= 0,03; P=0,867] e da
interacdo entre a presenca do clipe e o uso da nifedipina [F(1,49)= 0,36; P=0,549];
entretanto, foi detectado efeito significativo da presenga do clipe [F(1,49)= 12,31;
P=0,001].

A média=EPM do efeito da presenga do clipe mostrou que o FSH plasmatico foi

menor nos animais “clipados” na artéria renal (8,6+0,8) quando comparados aos animais

com cirurgia fictica (12,5+0,8): houve redugdo significativa nos grupos 2R/1C+V
(8,7+1,4) e 2R/1IC+N (8,6£1,0) em relagao aos grupos FICT+V (13,2+1,3) e FICT+N

(11,9+1,1).



Figura 18. Concentragdo plasmatica de FSH (ng/mL) de ratos machos apds vinte e oito
dias da cirurgia ficticia e em uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou tratados com nifedipina
(FICT+N; n=13), e do “clipamento” da artéria renal e em uso do veiculo (2R/1C+V; n=14)
ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=16). A ANOVA de duas vias foi utilizada na
comparag¢do entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da nifedipina. Os valores
da andlise estdo expressos como médiatEPM. (*) significa diferenca estatistica entre

grupos. P<0,05.



2.2.4.4. Testosterona

A Figura 19 representa a concentragdo plasmatica de testosterona (ng/mL). Nao foi
observado efeito significativo para o uso da nifedipina [F(1,38)= 0,27; P=0,609] e para a
interacdo entre a presenca do clipe ¢ do uso da nifedipina [F(1,38)= 1,64; P=0,209];
entretanto, foi detectado efeito significativo para a presenga do clipe [F(1,38)= 7,92;
P=0,008].

A médiatEPM do efeito da presenca do clipe mostrou que a testosterona

plasmatica foi menor nos animais “clipados” na artéria renal (0,13+£0,04) quando

comparados aos animais com cirurgia fictica (0,25+£0,06): houve redug¢do significativa nos
grupos 2R/1C+V (0,18+0,08) e 2R/1C+N (0,09+0,03) em relagcdo aos grupos FICT+V

(0,27+0,11) e FICT+N (0,23+0,05).



Figura 19. Concentragdo plasmatica de testosterona (ng/mL) de ratos machos apos vinte ¢
oito dias da cirurgia ficticia e em uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou tratados com
nifedipina (FICT+N; n=13), e do “clipamento” da artéria renal e em uso de veiculo
(2R/1C+V; n=8) ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=11). A ANOVA de duas vias
foi utilizada na comparagdo entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da
nifedipina. Os valores da andlise estdo expressos como médiatEPM. (*) significa

diferenca estatistica entre grupos. P<0,05.



2.2.5. Espermatogénese

2.2.5.1. Quociente de espermatides

A Figura 20 representa o quociente de espermatides (n° x 10°). Nao foi observado
efeito significativo para o uso da nifedipina [F(1,32) = 0,70; P=0,409] ¢ para a interacao
entre a presenga do clipe e o uso da nifedipina [F(1,32) = 0,18; P=0,672]; entretanto, foi
detectado efeito significativo para a presenga do clipe [F(1,32)= 13,25; P=0,001].

A médiatEPM do efeito da presenca do clipe mostrou que o quociente de
espermatides foi menor nos animais “clipados” na artéria renal (165,4+9,2) quando
comparados aos animais com cirurgia fictica (213,949,0): houve uma redugao significativa
nos grupos 2R/IC+V (168,5£16,0) e 2R/1C+N (163,1+11,4) em relacdo aos grupos

FICT+V (222,3%12,1) e FICT+N (205,6+13,4).



Figura 20. Quociente de espermatides (numero de espermatides/testiculo — n°x10°) de
ratos machos apds vinte e oito dias da cirurgia ficticia e em uso de veiculo (FICT+V;
n=10) ou tratados com nifedipina (FICT+N; n=10), e do “clipamento” da artéria renal e
em uso de veiculo (2R/1C+V; n=7) ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=9). A
ANOVA de duas vias foi utilizada na comparacgdo entre os efeitos principais: presenga do
clipe e uso da nifedipina. Os valores da analise estdo expressos como média+EPM. (*)

significa diferenca estatistica entre grupos. P<0,05.



2.2.5.2. Transito epidimario

A Figura 21 representa o transito epidimario (n° de dias). Nao foi observado
efeito significativo para o uso da nifedipina [F(1,32) = 0,427; P=0,518] e para a interagdo
entre a presenca do clipe e o uso da nifedipina [F(1,32) = 0,019; P=0,890], entretanto, foi
detectado efeito significativo para a presenga do clipe [F(1,32)=24,43; P<0,0001].

A médiatEPM do efeito da presenga do clipe mostrou que o transito epidimario
foi maior nos animais “clipados” na artéria renal (11,75+0,73) quando comparados aos
animais com cirurgia ficticia (7,71£0,42): houve aumento significativo nos grupos
2R/IC+V (12,1241,06) e 2R/1C+N (11,46+1,05) em relacdo aos grupos FICT+V

(7,9240,50) ¢ FICT+N (7,49+0,67).



Figura 21. Transito epidimario (n° de dias de matura¢do dos espermatozoéides) de ratos
machos ap6s vinte e oito dias da cirurgia ficticia e em uso de veiculo (FICT+V; n=10) ou
tratados com nifedipina (FICT+N; n=10), e do “clipamento” da artéria renal e em uso de
veiculo (2R/1C+V; n=7) ou tratados com nifedipina (2R/1C+N; n=9). A ANOVA de duas
vias foi utilizada na comparacdo entre os efeitos principais: presenca do clipe e uso da
nifedipina. Os valores da andlise estdo expressos como médiatEPM. (*) significa

diferenca estatistica entre grupos. P<0,05.



DISCUSSAO




O presente estudo mostra que o aumento da PAM esté4 associado a um prejuizo da
funcdo sexual de ratos machos com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/IC,
confirmando a hipdtese do trabalho.

No primeiro experimento, o aumento da PAM foi acompanhado por uma
diminui¢do do comportamento sexual, aumento da PRL plasmatica, reducdo da
testosterona plasmatica, diminui¢do do quociente de espermatides e aumento do transito
epidimario, apos 28 dias de “clipamento” da artéria renal (modelo 2R/1C); entretanto,
alteragdes significativas do LH e FSH plasmaticos ndo foram observadas. Ao final deste
primeiro experimento, seguiu-se o estudo com animais 2R/1C, agora em uso de veiculo ou
tratados com o bloqueador de canais de calcio nifedipina.

O segundo experimento procurou averiguar se as alteracdes do comportamento
sexual, dos padrdes hormonais e da espermatogénese, induzidas pelo “clipamento” da
artéria renal no modelo 2R/1C, o qual, sabidamente, eleva a Ang II, permaneceriam nos
animais que tivessem sua pressdo arterial normalizada devido ao tratamento com
nifedipina por um periodo de vinte e oito dias. Os resultados mostraram que ratos 2R/1C,
quando recebem veiculo, apresentam alteragdes no comportamento sexual, nas respostas
hormonais e de espermatogénese semelhantes aos animais que foram somente “clipados”
na artéria renal. Por outro lado, ratos 2R/1C tratados com nifedipina apresentaram valores
de PAM, parametros de comportamento sexual e concentracdes plasmaticas de PRL e de
LH semelhantes aos animais pertencentes ao grupo da cirurgia ficticia, porém,
demonstraram reduc¢do da testosterona e do FSH plasmaticos, diminui¢ao do quociente de
espermatides ¢ aumento do transito epidimdrio, semelhantes aos animais 2R/1C e,
portanto, hipertensos, indicando que, sobre estes parametros, a redug¢do da pressao arterial

ndo reverteu as alteracdes produzidas pelo “clipamento” da artéria renal.



Animais com cirurgia ficticia e tratados com nifedipina ndo apresentaram
alteracdes nos parametros de comportamento sexual, hormonais e de espermatogénese
quando comparados aos animais com cirurgia ficticia e que fizeram uso de veiculo,
mostrando que o tratamento com nifedipina ndo produziu efeito direto sobre tais
parametros.

O aumento da Ang II, caracteristico do modelo 2R/1C, parece ndo ser responsavel
pela reducdo do comportamento sexual e aumento da PRL plasmatica, pois ratos 2R/1C,
supostamente com Ang Il elevada, e normotensos, devido ao tratamento com nifedipina,
mostraram comportamento sexual normal e concentracao plasmatica de PRL semelhante

aos animais do grupo ficticio.

Considerando o conjunto de resultados, a discussdo foi divida em itens com se

seguem:

1. Ratos machos com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C apresentam alteracéo

na relacéo peso renal/peso corporal.

Nosso estudo teve como base experimental o modelo de hipertensdo renovascular
2R/1C, amplamente utilizado em pesquisas com interesse cardiovascular devido ao
aumento da atividade do SRA para o desenvolvimento e a manutengdo da doenga
hipertensiva.

Os resultados mostraram que ratos “clipados” na artéria renal esquerda apresentam

menor peso renal esquerdo em relagdo ao peso corporal quando comparados aos animais



do grupo ficticio. Esta diferenca evidencia a efetividade do procedimento cirargico, o qual
foi um dos critérios de permanéncia dos animais nos diferentes grupos dos experimentos
descritos. A diminui¢do do fluxo sangiiineo local pela presenca do clipe leva a hipotrofia
do parénquima renal ipsilateral (Ruckiza & Leenen, 1994).

O tratamento com nifedipina aumentou a relagdo entre o peso renal esquerdo e
peso corporal dos animais “clipados” e normotensos quando comparados aos animais
hipertensos, porém sem apresentar diferenga significativa. Isto mostra que, apesar da
presenga do clipe, o tratamento com nifedipina foi efetivo em compensar uma redugao
muito acentuada do peso renal esquerdo em relagdo a encontrada nos animais hipertensos.
Experimentos com coelhos hipertensos pelo modelo 2R/1C demonstraram que o
tratamento com nifedipina reduz a resisténcia vascular e aumenta o fluxo sangiiineo renal
em maiores propor¢des no rim “ndo clipado” e em menores propor¢des no rim “clipado”,
sendo que a melhora do fluxo sangiiineo renal nos dois rins foi mais efetiva nos animais
2R/1C tratados com nifedipina quando comparados aos ndo tratados (Yoshida et al.,
1990). Em nosso estudo, o efeito vasodilatador da nifedipina pode ter facilitado o fluxo
sangiiineo renal melhorando a distribui¢ao sangiiinea no rim “clipado”, o que, em retorno,
protegendo-o de uma hipotrofia mais acentuada.

Quanto ao rim direito, ratos que receberam o clipe na artéria renal esquerda
apresentaram maior peso renal direito em relagdo ao peso corporal quando comparados
aos animais com cirurgia ficticia. Esta hipertrofia compensatoria do rim direito ocorreu
exclusivamente nos animais “clipados”, independente do tratamento com nifedipina.
Dados prévios mostraram que a Ang II estd associada a ativacdo intracelular de rotas de
sinalizacdo de crescimento celular e a indug¢do da hiperplasia e hipertrofia em células

renais (Ray et al., 1991; Norman, 1991). Considerando que o modelo 2R/1C promove



ativacdo do SRA, Valentin e colaboradores (1997) demonstraram que ratos
uninefrectomizados apresentam aumento da razdo entre o peso do rim mantido € o peso
corporal, ap6s uma semana do procedimento cirirgico, sendo que resultados semelhantes
foram encontrados quando os animais receberam tratamento oral com captopril, um
bloqueador da enzima conversora de angiotensina. Estes resultados apontam para o papel
da Ang II na hipertrofia renal compensatéria em experimentos com hipertensio
renovascular; no entanto, a Ang II ndo apresenta um papel crucial neste evento, onde
outros fatores podem estar sendo ativados para o mecanismo de crescimento celular em
células renais.

Animais com cirurgia ficticia ndo desenvolveram hipertensdo e apresentaram
aparéncia normal dos rins esquerdo e direito.

Nossos resultados mostraram que a cirurgia de “clipamento” da artéria renal
(modelo 2R/1C) foi efetiva em causar alteragdes no parénquima renal e, na seqiiéncia,

aumento da PAM, fato fundamental para a proposta deste estudo.

2. Ratos machos 2R/1C apresentam PAM elevada; entretanto quando tratados com o

bloqueador de canais de calcio nifedipina apresentam PAM normal.

Nossos resultados mostraram que ratos 2R/1C exibem valores elevados de PAM.
Por outro lado, ratos 2R/1C quando tratados com nifedipina, apresentaram valores de
PAM semelhantes aos animais com cirurgia ficticia.

Segundo a literatura, o modelo de hipertensdo renovascular 2R/1C requer a

ativacdo do SRA central e periférico para o aumento da pressdo arterial sist€émica e para a



manutengdo da hipertensdo (Martinez-Maldonado, 1991; Nishimura et al., 1992; Ruzicka
& Leenen, 1994; Kagiyama et al., 2001). Entretanto, a contribuigdo do SRA na
hipertensdo renovascular varia dependendo do tempo (dias) apds a constricdo da artéria
renal (Nishimura et al., 1992; Kagiyama et al., 2001). Neste contexto, alguns trabalhos
referem-se a duas fases distintas da hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C: a fase aguda
e a fase cronica da hipertensdo renovascular.

A fase aguda da hipertensao renovascular em ratos (seis dias apos o “clipamento”
da artéria renal) foi associada com aumento significativo da atividade da renina plasmatica
e Ang II circulante, e aumento em 30% da expressdo de RNAm para angiotensinogénio
em tronco encefalico, detectado por autoradiografia (Nishimura et al., 1992). Em coelhos,
a fase aguda (cinco dias apds o “clipamento” da artéria renal) foi associada ao aumento da
sensibilidade do controle baroreflexo da atividade nervosa simpatica renal, acompanhado
por elevacdo da pressdo arterial e aumento da concentragdo plasmatica de Ang II, de
vasopressina e de noradrenalina (Kumagai et al, 1990).

Contrariando os eventos da fase aguda, a fase cronica da hipertensdao renovascular
em ratos (vinte e quatro dias apds o “clipamento” da artéria renal) coincide com uma
significativa reducdo da atividade da renina plasmatica, da Ang II e angiotensinogénio
circulantes imunoreativos, e aumento em 80% da expressio de RNAm para
angiotensinogénio em tronco encefalico, mantendo PAM elevada (Nishimura et al., 1992).
Em coelhos, a fase cronica (vinte e um dias ap6s o “clipamento” da artéria renal) foi
associada a uma menor sensibilidade do controle baroreflexo da atividade nervosa
simpatica renal, e concentragdes plasmaticas normais de Ang II, vasopressina e

noradrenalina (Kumagai et al, 1990).



Importante salientar que o periodo (dias) considerado para definir a fase aguda e a
fase cronica da hipertensao renovascular (2R/1C) varia conforme a severidade do processo
hipertensivo. Para Morishita e colaboradores (1991), em ratos, o “clipamento” da artéria
renal que resulta em hipertensdo severa ¢ acompanhado de concentracdes plasmaticas
triplicadas de renina ¢ de Ang II no final de quatro semanas e duplicadas no final de
dezeseis semanas quando o animal hipertenso ¢ comparado ao controle.

Considerando o efeito hipertensivo da Ang II, dados prévios mostraram que ratos
2R/IC com auséncia do gene codificador do receptor AT;a, desenvolveram menor
aumento da PAM quando comparados aos ratos 2R/IC sem alteragdes genéticas,
evidenciando o papel crucial do receptor AT;» de Ang Il no desenvolvimento da
hipertensdo no modelo 2R/1C. Estes mesmos resultados também revelaram o papel do
receptor AT g de Ang II como mediador da vasoconstri¢do, aumentando a PAM, porém
com menor magnitude quando comparado ao efeito da ligagao da Ang II ao receptor AT;a
(Cervenka et al., 2002). Estudos com injeg¢des icv de antisense para RNAm de
angiotensinogénio e do receptor AT de Ang II, ap0s seis e dez meses de “clipamento” da
artéria renal, respectivamente, mostraram que a inibicdo do SRA central reduz a pressao
arterial e o contetido de Ang II hipotalamica, detectada por radioimunoensaio, apontando
para o papel do SRA central na manutencdo da pressdo arterial na fase cronica da
hipertensao renovascular em ratos (Kagiyama et al., 2001).

Portanto, na fase aguda da hipertensao renovascular, o aumento da pressao arterial
torna-se dependente do SRA periférico, sendo que na fase cronica da hipertensdo
renovascular, a manuten¢do do aumento da pressdo arterial torna-se dependente do SRA
central (Nishimura et al., 1992; Kagiyama et al., 2001). Entao, a Ang II, tanto central

quanto periférica, ¢ um fator necessario para desencadeamento dos possiveis mecanismos



que eventualmente levam ao processo hipertensivo de origem renovascular (DeForrest et
al., 1982; Martinez-Maldonado, 1991).

Além da Ang II central ou circulante, o aumento da concentracdo vascular de
Ang II também contribui para o desenvolvimento e a manutengdo da hipertensao devido a
subseqiiente hipertrofia e proliferagdo da musculatura lisa dos vasos, tanto na fase aguda
quanto cronica da hipertensdo renovascular (Morishita et al., 1992). Hipertrofia vascular,
induzida pela acdo direta ou indireta da Ang II local aumentada, é observada ap6s quatro
semanas de “clipamento” da artéria renal; entretanto, a hipertrofia vascular ¢ real¢cada ao
final de dezesseis semanas apos o “clipamento” da artéria renal, devido a um aumento
crescente da Ang II local (Morishita et al., 1992).

O avango no desenvolvimento de farmacos com acao antihipertensiva melhorou a
qualidade de vida e diminuiu as taxas de morbi-mortalidade de pacientes com alteragdes
cardiovasculares; a nifedipina ¢ um dos farmacos utilizados no tratamento da hipertensao
renovascular (Yoshida et al., 1990). O mais conhecido efeito antihipertensivo da
nifedipina ¢ o bloqueio do influxo de calcio para a musculatura lisa dos vasos, com
consequente reversdao do aumento da resisténcia vascular periférica ocasionada pela agao
da Ang II (Loutzenhiser & Epstein, 1985; Catterall & Striessnig, 1992; Hirasawa &
Pittman, 2003). Nifedipina ndo promove alteragdo na pressdo sangiiinea de sujeitos
normotensos e impede o aumento da PAM durante o tratamento endovenoso com
endotelina-1, um agente hipertensor (Kaasjager, Koomans & Rabelink, 1995). Dados
prévios demonstraram que ratos com hipertensao induzida pelo modelo 2R/1C e tratados,
posteriormente, com nifedipina apresentam uma reducdo da resisténcia vascular e aumento
do fluxo sangiliineo renal, como também, realge da filtragdo glomerular e marcada

natriurese pelo rim “ndo-clipado” (Yoshida et al., 1990; Huang, 1986). Outro efeito



farmacologico da nifedipina € o impedimento da hipertrofia tissular, agcdo mediada pelo
aumento da Ang II na doenga hipertensiva. Neste contexto, ratos SHR e tratados
oralmente com nifedipina por um periodo de um més, apresentaram redugao significativa
da hipertrofia miocdrdica acompanhada por diminuicdo da pressdo arterial, quando
comparados aos SHR ndo tratados (Hurtado et al., 2002).

Considerando que uma maior atividade do SRA acontece no modelo 2R/1C, o
seguimento do trabalho foi relacionado com o aumento da pressdo arterial devido a Ang II

sabidamente elevada.

3. Ratos machos com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C apresentam
diminuicdo do comportamento sexual; entretanto, ratos 2R/1C, tratados com o
bloqueador de canais de calcio nifedipina, apresentam comportamento sexual

normal.

Nossos resultados mostraram que ratos hipertensos (modelo 2R/1C) exibiram uma
reducdo da freqiiéncia de monta com intromissdo, maior laténcia para iniciar a monta com
intromissdo, longos intervalos entre monta com intromissdo e ejaculacdo e aumento da
duracdo do intervalo poés-ejaculatorio, com diminui¢do do numero de animais que
ejacularam e que retomaram a atividade sexual ap6s a ejaculagdo, quando comparados aos
animais com cirurgia ficticia. Resultados semelhantes para o aumento da pressao arterial e
redu¢do do comportamento sexual foram reproduzidos quando ratos hipertensos fizeram
uso de veiculo. Entretanto, ratos “clipados” na artéria renal e tratados com nifedipina

apresentaram valores normais de PAM coincidentes com um comportamento sexual



normal. Além disto, todos os animais “clipados” na artéria renal e tratados com nifedipina
ejacularam e retomaram a atividade sexual pos-ejaculacao.

Os resultados mostraram que o aumento da PAM parece ser um fator importante
no prejuizo do comportamento sexual de ratos hipertensos (modelo 2R/1C), ja que a PAM
normal em ratos 2R/1C tratados com nifedipina estd relacionada a um padrdo normal de
comportamento sexual.

Estudos relacionados aos processos reprodutivos refor¢am a associacdo entre a
doenga hipertensiva ¢ a patogénese da impoténcia sexual (Feldman et al., 1994; Jensen et
al., 1999; Burchardt et al., 2000; Brotos et al., 2004; Karadeniz et al., 2004; Russel,
Khandheria & Nehra, 2004; Seftel, Sun & Swindle, 2004; Behr-Roussel et al., 2005), onde
mecanismos reguladores centrais e periféricos da pressdo arterial sistémica podem estar
relacionados funcionalmente com os sistemas que modulam o comportamento sexual. O
SRA ¢ um dos principais mecanismos reguladores da pressdo arterial, onde a Ang II
apresenta potente fungdo vasoconstritora e de regulacao hidreletrolitica (Saavedra, 1992;
Sanvitto et al., 1997; Robinson et al., 1999).

Dados da literatura sugerem uma participagdo da Ang II no processo hipertensivo e
nas alteracdes do comportamento sexual: (a) o bloqueio do receptor AT, reduz a pressao
arterial sistémica na fase aguda da hipertensao renovascular (Galli & Phillips, 2001); (b) o
receptor AT, encontra-se em areas cruciais para o controle do comportamento sexual
como a APOM e a AMe (Tsutsumi & Saavedra, 1991; Halbach & Albrecht, 1998); (c) a
infusdo icv de Ang II inibe o comportamento sexual de ratos machos (Clark, 1989); (d) a
infusdo icv de Ang II, aguda ou cronica, inibe o comportamento sexual e aumenta a
pressdo sistolica de ratos machos (Keaton & Clark, 1998), (e) a Ang II administrada

diretamente na AMe inibe o comportamento sexual de ratos machos (Breigeiron et al.,



2002); e (f) a Ang II central inibe o comportamento sexual de ratos machos envolvendo o
receptor AT, (Keaton & Clark, 1998; Breigeiron et al., 2002) e o receptor AT, (Breigeiron
et al., 2002). Além disso, Becker e colaboradores (2001) demonstraram que a Ang II
periférica tem um papel significativo na fisiopatologia da disfun¢do erétil, uma vez que o
aumento da Ang II plasmatica pode estar envolvido na iniciagdo de detumescéncia peniana
em humanos.

Entretanto, para o modelo 2R/1C, nossos resultados mostraram que a Ang II parece
ndo apresentar um efeito decisivo na reducdo do comportamento sexual, pois ratos 2R/1C
e tratados com nifedipina, ou seja, animais normotensos com Ang II supostamente
elevada, mostraram um padrio normal de comportamento sexual. Na hipertensdo
renovascular a redu¢do do comportamento sexual parece ser sensivel as variagcdes de
pressdo arterial e ndo ao aumento da Ang II, caracteristico do modelo 2R/1C.

Perifericamente, além da Ang II, outros fatores podem estar associados ao
comprometimento da resposta erétil a qual leva a disfuncao sexual na doenga hipertensiva.
Dados prévios mostraram que, apds a estimulacao elétrica do nervo cavernoso do pénis de
ratos SHR, hd uma redugdo na freqiiéncia-dependente necessaria para o aumento da
pressdo intracavernosa e, portanto, para a resposta erétil (Behr-Roussel et al., 2003). Estes
resultados sugerem que a impoténcia sexual dos ratos SHR pode estar relacionada a uma
disfungdo dos receptores a-adrenérgicos responsaveis pela contracdo da musculatura lisa
dos corpos cavernosos, ou um aumento na reatividade da ciclooxigenase-dependente, ou
um defeito na reatividade endotélio-dependente (Behr-Roussel et al., 2003). Portanto,
existem semelhancas nas modificacdes funcionais patoldgicas entre o sistema arterial e a

reatividade tecidual dos corpos cavernosos na doenga hipertensiva.



Interessante mostrar que o tratamento com nifedipina impediu o aumento da
pressao arterial e proporcionou que ratos 2R/1C exibissem um comportamento sexual
normal. Ao contrario do que os dados da literatura sugerem sobre uma relagdo do
tratamento antihipertensivo com a piora da fungdo sexual (Chan et al., 1999), nosso estudo
mostrou que a nifedipina ndo altera os pardmetros normais de comportamento sexual,
como Visto nos animais com cirurgia ficticia.

Viérios fatores apontam para uma possivel agdo da nifedipina como mediadora da
sintese de NO, o que poderia ser a causa da melhora do comportamento sexual: (a) a
nifedipina tem a propriedade de cruzar facilmente a barreira hematoencefalica (Janicki et
al., 1988); (b) a nifedipina tem agdo de secretagogo neuronal aumentando a secre¢do de
transmissores, independente de sua a¢ao sobre canais de calcio tipo L, como mostrado em
estudos in vitro (Hirasawa & Pittman, 2003); (¢) a nifedipina pode aumentar a secre¢do de
NO por ativagdo indireta da enzima oxido-nitrico sintase endotelial (Dhein et al., 1999);
(e) a nifedipina pode aumentar a secrecdo de NO por estimular a sintese de fatores de
crescimento do endotélio vascular, o que, por sua vez, esta envolvida na up-regulation da
expressdo da enzima superoxido dismutase (Fukuo et al., 2002) — dados in vivo
mostraram que a deficiéncia da enzima superdxido dismutase resulta na piora da dilatagao
endotelial através da inativagdo direta do NO (Lynch, Frei & Morrow, 1997); (d)
neurdnios oxidonitrérgicos, responsaveis pela producdo de NO e suas respectivas
proteinas reguladoras, estdo presentes e co-localizados em areas centrais envolvidas na
ere¢do peniana, como o hipotalamo ¢ a medula espinhal (Ferrini et al., 2003); ¢ (f) o NO
medeia a neurotransmissdo inibitoria responsavel pela emissdo seminal nos ratos tratados
com pilocarpina, uma droga colinérgica (Tomé et al., 1999), mostrando o papel do NO na

erecao peniana através da formagdao de GMPc, componente da cascata metabolica que leva



ao relaxamento muscular dos corpos cavernosos (Holmquist, Hedlund & Andersson, 1992;
McCann et al., 1999).

O conjunto dos resultados acima citados aponta a nifedipina como sendo uma
participante indireta na sintese e secre¢do de NO, um importante transmissor com agao
central e perférica na fisiologia da fung¢ado reprodutiva.

Nossos dados mostraram que ratos 2R/1C tratados com nifedipina apresentaram
PAM e comportamento sexual normais, apesar do provavel aumento da Ang II
caracteristico deste modelo, o que, de certa forma, mostrou que, nestes desfechos, a Ang II
nao teria uma participagao crucial. Por outro lado, ratos hipertensos apresentaram reducao
do comportamento sexual. Isto sugere que o comportamento sexual normal de ratos 2R/1C
tratados com nifedipina, pode estar relacionado a pressdo arterial normal ou a acdo direta
da nifedipina sobre a producdo de NO, o que poderia estar contra-regulando os efeitos da
Ang II. Ratos 2R/1C tratados com L-NAME, um inibidor da o6xido nitrico sintetase,
apresentaram aumento importante da pressao arterial, quando comparados aos ratos 2R/1C
ndo tratados, mostrando a importancia do NO em contrabalangar a magnitude da PAM no
modelo 2R/1C (Cervenka et al., 2002).

Outros dados indicam que, na presenca da nifedipina, algumas areas centrais
apresentam uma facilitagdo na neurotransmissdo, sendo este efeito independente da acdo
da nifedipina sobre os canais de célcio tipo L ou da producdo de NO: em cultura de
células, a nifedipina induz a um aumento da freqiiéncia e da amplitude de pequenos
potenciais pos-sinapticos excitatorios (PPSE) nos nucleos: supra-optico, paraventricular,
supraquiasmatico, dorsomotor do vago, e acumbens, devido & a¢do da nifedipina sobre as
terminagdes nervosas pré-sindpticas excitatorias, induzindo ao aumento da liberacdo de

glutamato (Hirasawa & Pittman, 2003). O efeito da nifedipina em aumentar os PPSE ¢



exclusivo da nifedipina, pois este efeito ndo foi reproduzido com o uso de outros
bloqueadores de canais de calcio (Hirasawa & Pittman, 2003). Neste contexto, a
nifedipina poderia estar facilitando as sinapses centrais de areas responsaveis pela
reproducao, refletindo na resposta favoravel do comportamento sexual em ratos 2R/1C
tratados com nifedipina.

Interessante mostrar que o efeito da nifedipina, seja na manuten¢do da pressao
arterial normal ou na promocao do comportamento sexual normal, acontece somente em
animais “clipados”, ou seja, na presenga da Ang II elevada. Seino e colaboradores (1984)
mostraram que, em coelhos, a infusdo iv de nifedipina induz a vasodilatacdo renal em
resposta a administracao intra-arterial de Ang II.

Visto que a nifedipina ndo promove efeito direto sobre o comportamento sexual,
esta pode estar participando da situagdo de contra-regulacdo, com agdo que se sobrepde
aos efeitos da Ang Il aumentada, no que se refere a pressdo arterial e ao comportamento
sexual.

Reforgando o papel central do NO sobre o comportamento sexual, dados prévios
mostraram que o NO promove a libera¢do de dopamina na APOM (ver revisao de Hull et
al., 1999), como também o NO promove aumento da secregdo de LHRH (McCann et al.,
1999). Perifericamente, o tratamento de longo prazo com L-NAME diminui a fungdo erétil
de ratos machos (Ferraz et al., 2003); em contraste, o co-tratamento com isradipina, outro
bloqueador de canal de célcio, previne o efeito inibitorio sobre a funcdo erétil ocasionado
pelo tratamento com L-NAME (Ferraz et al., 2003).

Por ter efeito vasodilatador, o NO contrabalanga a vasoconstri¢ao renal dependente

de Ang II nas fases aguda e cronica da hipertensdo de origem renovascular, mantendo,



assim, a perfusdo renal (Sigmon & Beierwaltes, 1998; Gouvéa et al., 2003; Cervenka et
al., 2002).

Em coelhos 2R/1C e tratados com nifedipina, o valor da pressao arterial apresenta-
se similar aos animais “ndo clipado” e tratados com nifedipina, entretanto, em ambos os
grupos a atividade da renina plasmadtica encontra-se aumentada, com maior significancia
no grupo “clipado” (Yoshida et al., 1990). Estes dados mostraram que a sintese da Ang II
plasmatica ndo ¢ reduzida pelo tratamento com nifedipina na fase dependente de renina na
hipertensao renovascular 2R/1C. Com base neste resultado, em nosso estudo, o efeito
vasodilatador da nifedipina pode ter se sobreposto ao efeito vasoconstritor da Ang II,
impedindo o aumento da pressdo arterial nos machos 2R/1C e, portanto, impedindo o

efeito da hipertensdo sobre a inibi¢do do comportamento sexual.

4. Ratos machos com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C apresentam aumento
da PRL plasmatica; entretanto, ratos 2R/1C tratados com o bloqueador de canais de

célcio nifedipina apresentam concentracdo plasmética de PRL normal.

Ratos hipertensos (modelo 2R/1C) apresentaram aumento da concentracdo
plasmatica de PRL quando comparados aos animais com cirurgia ficticia. Quando ratos
2R/1C sao tratados com nifedipina, estes apresentaram PRL plasmatica semelhante a
exibida pelos animais com cirurgia ficticia tratados ou nao com nifedipina. O efeito da
nifedipina em impedir o aumento da concentragdo plasmatica de PRL ocorre

exclusivamente nos animais “clipados”.



No presente estudo, a possivel elevacdo da Ang II plasmatica, produzida pelo
“clipamento” da artéria renal, pode estar atuando como um fator desencadeante da
secre¢ao de PRL, com acdo direta nos receptores AT s dispostos sobre as células dos
lactotrofos da adenohipoéfise. Neste contexto, dados prévios mostraram que a secre¢do de
PRL pode ser modulada pelo SRA (Enjalbert et al., 1986; Steele & Myers, 1990): estudos
in vitro demonstraram que a Ang II promove aumento da secre¢do de PRL em células de
lactotrofos (Steele, Negro-Vilar & McCann, 1981; Steele, Brownfield & Ganong, 1982;
Aguilera, Hyde & Catt, 1982; Steele & Myers, 1990; Enjalbert et al., 1986), ¢ a Ang Il
sintetizada na adenohipofise estimula a secre¢cdo de PRL em ratos (Steele, Negro-Vilar &
McCann, 1981; Aguilera, Hyde & Catt, 1982; Steele & Myers, 1990).

Por outro lado, o tratamento com nifedipina impediu o aumento da concentragdo
plasmatica de PRL em ratos 2R/1C. Sendo que a despolarizacdo dos lactotrofos ¢ calcio-
dependente, Lachowicz e colaboradores (1997) demonstraram que a nifedipina inibe o
influxo celular de calcio, através de sua agdo bloqueadora dos canais de célcio tipo L,
levando a um prolongado bloqueio na secrecao de PRL pelos lactotrofos.

Nossos resultados mostraram que o aumento da PRL plasmatica ocorre apenas nos
animais hipertensos, sendo que o tratamento com nifedipina, além de impedir o aumento
do horménio, mantém valores normais de pressdo arterial em ratos 2R/1C. Estes dados
sugerem que a variacdo da pressdo arterial pode ser causa ou conseqiiéncia das alteragdes
de PRL plasmadtica, ou ainda, a nifedipina pode estar impedindo o aumento da PRL
plasmatica e o aumento da PAM, dois efeitos que acontecem na presenca da Ang II

elevada — a acdo da nifedipina sobre a secre¢ao da PRL ¢ PAM pode estar se sobrepondo

ao efeito da Ang II em promover o aumento da PRL e da PAM, refletindo valores de PRL

plasmatica e de pressao arterial normais em ratos 2R/1C.



Peptideos imunorreativos semelhantes aos peptideos liberadores de PRL (PrRP)
estdo distribuidos em sitios do SNC, como na formagdo reticular e no NTS, sugerindo a
acdo dos PrRP no controle central da fungdo cardiovascular (Chen et al., 1999) além da
conhecida acdo dos PrRP sobre a secrecdo de PRL em lactotrofos. Em ratos conscientes,
injecoes icv de PrRP (PrRP-20 e PrRP-31) induziram ao aumento da PAM, por dose-
dependente, sendo as respostas pressoricas semelhantes as injegdes icv de Ang II (Samson,
Resch & Murphy, 2000). O aumento da resposta pressorica e da atividade simpatica renal
foi reproduzido em experimento com ratos anestesiados e microinjetados com PrRP na
medula ventro-lateral caudal, regido que contém neurdnios imunorreativos para PrRP
(Horiuchi et al., 2002). Estes dados sugerem que a PRL néo ¢ a responsavel pelo aumento
da PAM, sendo que o aumento da PRL pode ser coincidente com o aumento da PAM, via

acdo de PrRP em lactotrofos e em sitios responsaveis pela fun¢do cardiovascular.

5. Ratos machos com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/1C, e que apresentam
aumento da PRL plasmatica, exibem diminuicdo do comportamento sexual,
enguanto que ratos 2R/1C tratados com o bloqueador de canais de calcio nifedipina

apresentam comportamento sexual e PRL plasmatica normais.

Nossos resultados mostraram um prejuizo do comportamento sexual coincidente
com o aumento da PRL plasmatica em ratos hipertensos (modelo 2R/1C) quando
comparados aos animais com cirurgia ficticia. Quando ratos 2R/1C foram tratados com
nifedipina, estes exibiram valores normais de PRL plasmatica e de comportamento sexual

semelhantes aos valores mostrados por animais com cirurgia ficticia.



A performance sexual de machos de varias espécies ¢ acompanhada por um
aumento na concentracao plasmatica da PRL. Quando ratos machos foram expostos a
fémeas sexualmente receptivas, estes mostraram aumento das concentragdes plasmaticas
de PRL, sugerindo uma interagdo entre o hormdnio e a motivagdo sexual (Kamel et al.,
1975; Kamel et al., 1977; Neill, 1980; Kriiger et al., 2002; Kriiger et al., 2003). Em
homens, um aumento da PRL plasmatica foi encontrado durante a fase masturbatoria do
comportamento sexual (Robyn, 1971; Exton et al., 2001). Drago & Lissandrello (2000)
mostraram que na presenga de PRL plasmatica, em baixas doses, o comportamento sexual
de ratos ¢ mais facilitado do que inibido. Inje¢des sc e agudas de PRL em baixas doses
também estimulam o comportamento copulatério de ratos impotentes sexualmente (Drago
& Lissandrelo, 2000). Outros dados mostraram que a administracdo ip com domperidone
por cinco dias induz a hiperprolactinemia aguda e um efeito positivo sobre o
comportamento sexual de ratos machos (Nasello et al., 1997). Neste contexto, logo apos o
inicio de uma moderada hiperprolactinemia, a freqiiéncia de monta, de intromissao e de
ejaculagdo foi aumentada em ratos normais (Drago e Lissandrello, 2000). Os efeitos
positivos da PRL sobre o comportamento sexual podem ser devido a indugdo da secre¢ao
de dopamina via um mecanismo de retroalimentagcdo negativa.

Ratos machos, quando expostos a fémeas receptivas sexualmente, apresentam
aumento da secre¢do de dopamina em trés areas distintas do encéfalo: no sistema
nigrostriatal, responsavel pela atividade somatomotora; no sistema mesolimbico, que
promove a motivagdo sexual; e na APOM que aumenta a eficicia copulatoria e coordena
os reflexos genitais (ver revisdao de Hull et al., 1999).

O nucleo acumbens representa a maior area do sistema mesolimbico (ver revisdo

de Hull et al., 1999). Experimentos com microdialise mostraram que o aumento da



secrecdo de dopamina no nucleo acumbens favorece a iniciagdo e a reiniciagdo do
comportamento sexual de ratos machos perante fémeas receptivas sexualmente (Fiorino,
Coury & Phillips, 1997). Para Fuxe e colaboradores (1977), o aumento da reciclagem de
dopamina no nucleo acumbens de ratos acontece na presenca de PRL. Dados prévios
demonstraram que o neurotransmissor dopamina ¢ liberado no nucleo acumbens (Damsma
et al., 1992) e no nucleo paraventricular (Melis et al., 2003) antes da copula, e na porgao
dorsal do nucleo estriado durante a copula em ratos machos (Damsma et al., 1992).

A estimulacdo dos receptores dopaminérgicos D; e D, na APOM, por
concentragdes graduais de dopamina ou agonista dopaminérgico, tem importancia critica
no comportamento sexual de varias espécies (Hull et al., 1992; Melis & Argiolas, 1995): o
agonista dopaminérgico apomorfina, microinjetado na APOM, em baixas doses, facilita a
erecdo peniana via estimulacdo do receptor D;, enquanto que, em altas doses, facilita a
emissdo seminal por ativagdo do receptor D,, em ratos (Hull et al., 1992; ver revisdo de
Hull et al., 1995; ver revisdo de Hull et al., 1999). A estimulagdo da dopamina em varias
areas encefalicas envolvidas no comportamento sexual ¢ requerida para a motivagdo ¢ a
efetividade dos aspectos comportamentais que envolvem a fun¢do reprodutiva de ratos
machos (Pfaus & Phillips, 1991).

Contudo, apesar da hiperprolactinemia aguda facilitar o comportamento sexual de
machos, talvez pela indu¢do da secrecdo de dopamina, os efeitos da PRL sobre o
comportamento sexual também sdo descritos como nulos ou inibidores, de acordo com
padrdo de concentragdo plasmatica do horménio (Drago, 1984; Mas, Fumero & Gonzalez-
Mora, 1995). O tratamento central e/ou cronico de PRL tem produzido efeito inibitdrio
sobre o comportamento sexual de ratos machos, sugerindo que os efeitos comportamentais

da PRL acontecem de acordo com mudancas na atividade do sistema dopaminérgico



nigroestriatal (Cruz-Casallas et al., 1999). Desde que a PRL plasmatica alcanga o SNC
através de mecanismos de transporte ativo (Cooke, 1989; Felicio & Bridges, 1992), a
estimulacdo prolongada do sistema dopaminérgico central, através da hiperprolactinemia
cronica, causa hiposensibilidade ou down regulation dos receptores centrais de dopamina
(ver revisdo de Drago, 1984; Mohankumar et al., 1997), suprimindo a motivagao sexual e
levando a disfungdo sexual (Drago & Lissandrelo, 2000; ver revisdo de Kriiger et al.,
2002). A hiperprolactinemia cronica pode levar ao rompimento da atividade
dopaminérgica central, causando prejuizo no comportamento sexual.

Portanto, considerando que a PRL plasmatica promove efeitos a curto prazo, como
a melhora da motivacao sexual e efetividade do comportamento sexual, e a longo prazo,
como a reducdo do comportamento sexual, a duragdo da hiperprolactinemia ¢ importante
para a expressao dos efeitos comportamentais da PRL (Drago & Lissandrelo, 2000).

Nossos resultados sugerem que a reducdo do comportamento sexual em ratos
hipertensos (modelo 2R/1C) pode ser conseqiiente tanto do aumento da pressdo arterial
como do aumento da concentracdo plasmatica de PRL, ou pelo dois fatores atuando de
forma sinérgica, ja que padroes normais de comportamento sexual, de PRL plasmatica e

de PAM foram exibidos por animais 2R/1C tratados com nifedipina.

6. Ratos 2R/1C apresentam reducdo do FSH plasmatico, independente do tratamento

com o blogueador de canais de célcio nifedipina.

Ratos hipertensos (modelo 2R/1C) apresentaram apenas uma tendéncia a redugao

das concentragdes plasmaticas de LH e FSH em relacdo aos animais com cirurgia ficticia.



Em contrapartida, uma reducao significativa do FSH plasmatico apareceu quando ratos
2R/1C receberam veiculo ou foram tratados com nifedipina, na comparacdo aos animais
com cirurgia ficticia, nas mesmas condi¢des. Nossos resultados mostraram que o FSH
plasmatico ¢ mais sensivel a reducdo, quando comparado ao padrdo de LH, em ratos
machos 2R/1C, indepedente do tratamento com nifedipina.

Segundo dados da literatura, ratas OVXs e microinjetadas com antisoro especifico
contra Ang Il (imunoneutralizagdo de Ang II), por via icv, apresentaram redug¢do no
contetdo de LHRH imunoreativo em eminéncia mediana e APOM, e de LH plasmatico
(Franci, Anselmo-Franci & McCann, 1990). Quando ratas OVXs sao microinjetadas com
Losartan, um antagonista do receptor AT; de Ang II, na APOM, também apresentaram
reducdo da secre¢do plasmatica de LH, mostrando a importancia do receptor AT; de Ang
II na regulagdo do LH (Dornelles & Franci, 1998a). Nos dois experimentos ndo houve
alteragdo do FSH plasmatico (Franci, Anselmo-Franci & McCann, 1990; Dornelles &
Franci, 1998a). Estes dados mostraram que a Ang II modula exclusivamente a secregdo
plasmatica de LH, ndo interferindo no FSH plasmatico em fémeas.

O efeito da Ang II central sobre a modulacdo da secre¢cdo de LHRH pode ocorrer
por agdo direta da Ang II sobre seus receptores AT, localizados na APOM, e/ou por agdo
indireta da Ang II central sobre seus receptores AT, pré-sindpticos, localizados sobre os
terminais nervosos que ascendem para as fibras noradrenérgicas, facilitando a liberacdo de
noradrenalina, as quais fazem sinapse com neurdnios sintetizadores de LHRH (ver revisao
de Saavedra, 1992; ver revisdo de Lenkei et al., 1997). Assim, o aumento da estimulagdo
do SRA central na hipertensdo renovascular 2R/1C (Martinez-Maldonado, 1991;
Nishimura et al., 1992; Kagiyama et al., 2001) pode estar ativando um mecanismo de

down-regulation dos receptores AT; de Ang II tanto nos neurénios LHRH da APOM



quanto nas fibras noradrenérgicas que ascendem para neurénios LHRH, o que, poderia
impedir a secrecdo de LHRH e, portanto, justificar o ndo aumento das concentragdes
plasmaticas de LH e FSH em ratos 2R/1C.

Em nossos resultados, ratos 2R/1C tratados com nifedipina exibiram uma redug¢ao
semelhante do FSH plasmatico quando comparados aos animais 2R/1C em uso de veiculo.

A nifedipina esta envolvida na sintese de NO (Dhein et al., 1999; Fukuo et al.,
2002). Estudos in vitro mostraram que o NO tem agdo como neuromodulador da secregdo
de LHRH, por gerar de GMPc (Moretto, Lopez & Negro-Vilar, 1993) ou gerar
prostaglandina E,, a qual aumenta AMPc, o que induz a exocitose do LHRH (ver revisdo
de McCann et al., 1999). Isto acontece por difusdo do NO para os neurénios LHRH, ja que
RNAm para oxido-nitrico sintetase e para LHRH nao coexistem em neurénios LHRH
(Grossman et al., 1994). Diante destes dados, o tratamento com nifedipina poderia ter
facilitado a secrecdo de LHRH, e portanto, das gonadotrofinas, o que contraria nossos
resultados. Uma suposta agdo limitante da Ang Il elevada poderia estar sobrepondo a acao
do NO sobre a secre¢do do FSH plasmatico nos ratos 2R/1C tratados com nifedipina.

Células de hipotdlamo médio-basal de ratos machos, em cultura com nitroprussiato
de sodio, um doador de NO, mostraram uma reducao na secrecao de noradrenalina e
aumento na secre¢do de GABA; na presenga de um inibidor da 6xido-nitrico sintetase,
ocorre a liberagdo de noradrenalina e inibig¢do de GABA (Seilicovich et al., 1995). Este
estudo mostrou uma ag¢do reguladora do NO sobre a secrecdo de noradrenalina e GABA,
que estimula e inibe, respectivamente, a liberacio de LHRH, modulando, assim, a
secrecdo deste horménio para a adenohipdfise. Portanto, o NO atua como um
neuromodulador indireto da secre¢do pulsatii de LHRH mediando a liberagdo das

gonadotrofinas (Seilicovich et al., 1995).



Considerando que a nifedipina ¢ um bloqueador de canais de cdlcio, esta pode agir
como um inibidor das células adenohipofisiarias que requerem calcio para a secrecio de
seus hormodnios. O uso da nifedipina pode ter inibido a secrecdo das gonadotrofinas e,
conseqlientemente, de testosterona via bloqueio do influxo de célcio nos gonadotrofos.
Estudos em células isoladas de gonadotrofos demonstraram que a inativacao da corrente
de calcio, em canais de calcio tipo L, atenua a secre¢do de LH durante a agdo do LHRH

(Stojilkovic et al., 1990).

7. Ratos 2R/1C apresentam reducéo da testosterona plasmatica; entretanto, quando
tratados com o bloqueador de canais de célcio nifedipina, mantém a reducédo da

testosterona plasmatica e exibem um comportamento sexual normal.

Ratos 2R/IC apresentaram uma reducdo da concentragdo plasmatica de
testosterona quando comparados aos animais com cirurgia ficticia. Este efeito foi
reproduzido quando ratos 2R/1C receberam veiculo ou foram tratados com nifedipina. A
reducdo da testosterona plasmatica ocorre exclusivamente nos animais 2R/1C,
independente do tratamento com nifedipina. Mesmo com reduzida testosterona plasmatica,
animais 2R/1C tratados com nifedipina exibiram uma performance sexual semelhante aos
animais com cirurgia ficticia.

Em muitas espécies de mamiferos, o comportamento reprodutivo dos machos ¢
dependente das concentragdes plasmaticas de androgénios (Meisel & Sachs, 1994), onde o
comportamento de copula ¢ eliminado apds a castracdo e reaparece com a administragdo

de testosterona exdgena (Hart, Wallach & Melese-D’Hospital, 1983). Neste contexto, o



tratamento sist€émico e cronico, ou a administracdo icv de propianato de testosterona,
mantém ou restabelece a habilidade copulatoria (comportamento de monta, intromissao
peniana e ejaculagdo) de ratos castrados (Roselli & Chambers, 1999); ¢ mais, em ratos
machos castrados, a reposi¢do sc de propionato de testosterona, por um periodo de cinco
dias, restabelece a copula e a responsividade da APOM ao neurotransmissor dopamina, em
experimento com microdialise (Putman et al., 2001). A redugdo na liberagdo, e ndo na
sintese, de dopamina na APOM foi observada em ratos castrados, perante a uma fémea
receptiva sexualmente, quando comparados aos nao-castrados, € mais, o bloqueio da
enzima oxido-nitrico sintase em ratos ndo-castrados inibe a copula induzida pela liberagao
de dopamina na APOM; estes dados sugerem que a testosterona pode restabelecer o
comportamento de copula por promover uma up-regulation da enzima 6xido nitrico-
sintetase em terminagdes dopaminérgicas, o que, em resposta, realca a liberacdo de
dopamina na APOM em ratos ndo-castrados (Hull et al., 1997). Dados recentes mostraram
que a administracdo de propionato de testosterona, diretamente no VMH de ratos machos
castrados, induz ao restabelecimento da motivacao sexual (Harding & McGinnis, 2003).
Historicamente, o sistema dopaminérgico na APOM tem sido identificado como o
mais importante para a efetivacdo da copulacao: o bloqueio dos receptores de dopamina
reduz a freqliencia de copula, o nimero de ere¢des e a motivagdo sexual; por outro lado, a
estimulacdo dos receptores deste sitio encefalico facilita a copula, os reflexos penianos
(erecdes) e as anteroflexdes (ver revisao de Wood, 1997; ver revisdo de Hull, Muschamp
& Sato, 2004). Em ratos machos, lesodes eletroliticas e citotoxicas na APOM ou na BSTN
abolem a copula, mantendo a integridade das respostas sensorio-motoras € autonomicas,

necessarias para o comportamento sexual (Liu, Salamone & Sachs, 1997).



Viérios trabalhos descrevem a importancia da testosterona sobre o comportamento
reprodutivo em machos (Roselli & Chambers, 1999; Meisel & Sachs, 1994; Hart, Wallach
& Melese-D’Hospital,1983). Entretanto, seus dois maiores metabdlitos DHT e estradiol
sdo complementares para a manutencdo do comportamento de copula e secre¢do de
dopamina na APOM: inje¢des sc diarias com uma mistura de estradiol e DHT (benzoato)
realcaram a secre¢do dopaminérgica pré-copulatoria em ratos castrados (Putnam, Sato &
Hull, 2003).

Estudos sobre o sistema reprodutor masculino apontam a testosterona como um
agente fisiologico importante da perfusdao genital. Becker e colaboradores (2001)
descreveram que as concentracdes de testosterona plasmatica, obtidas nos corpos
cavernosos, estdo relacionadas ao aumento do fluxo sangiiineo durante a estimulagdo
sexual, propiciando a ere¢do peniana. Entretanto, concentragdes plasmaticas de
testosterona rapidamente sdo reduzidas durante a detumescéncia peniana (ver revisao de
Littleton-Kearney & Hurn, 2004).

Dados prévios revelaram a existéncia de uma associagdo entre homens hipertensos
e reducdo da concentragdo plasmatica de testosterona (Fogari et al., 2002). A interagdo
entre testosterona e elevagdo da pressdo sangiiinea sugere que a redugdo da testosterona
plasmatica possa contribuir para o aumento da resisténcia da parede arterial nos homens
hipertensos, podendo ser, em parte, responsavel pela atividade sexual prejudicada dos
mesmos (Kapasi et al., 1996; Fogari et al., 2002).

A presenca de uma enzima imunoreativa semelhante a renina ¢ de RNAm para
renina nas células de Leydig indica a presenga de um SRA testicular (Parmentier et al.,
1983; Deschepper et al., 1986). Além disto, as angiotensinas circulantes tém acesso aos

receptores de Ang Il nas células de Leydig (ver revisdao de Ganong, 1995; ver revisao de



Speth, Daubert & Grove, 1999). A ativagdo dos receptores de Ang II nas células de Leydig
inibe a rota do AMPc necessaria para a ligagdo do LH nos seus respectivos sitios; o
impedimento da acdo do LH sobre as células de Leydig suprime a sintese de testosterona
(Khanum & Dufau, 1988). A Ang I, sabidamente elevada nos animais 2R/1C, pode ser
um dos fatores atuantes na redu¢do da testosterona plasmatica via bloqueio dos receptores
de LH nos testiculos.

Efeitos sobre a testosterona plasmatica também tém sido atribuidos a PRL. A
administragdo ip de domperidone, um antagonista do receptor D, de dopamina, por trinta
dias consecutivos, induziu a hiperprolactinemia e promoveu reducdo da testosterona
plasmatica em ratos (Nasello et al., 1997). Katovich e colaboradores (1985) mostraram
que a hiperprolactinemia promove uma redu¢do de LH plasmatico e da proteina ligante de
androgénio, o que reduz a secre¢do de testosterona pelo testiculo. Huang e colaboradores
(2001) descreveram que a hiperprolactinemia pode hiposensibilizar as células de Leydig
aos estimulos hormonais, diminuindo a secrec¢ao, porém, nao a sintese de testosterona, em
cultura de células de testiculo de ratos. Na presenca de hiperprolactinemia cronica, a
reposi¢do de testosterona plasmatica ndo traz beneficios sobre comportamento sexual (ver
revisdao de Speth, Daubert & Grove, 1999).

Nossos resultados mostraram uma reducdo da testosterona plasmatica em ratos
hipertensos (modelo 2R/1C) associado a uma diminui¢do do comportamento sexual. A
Ang II, supostamente elevada, e/ou a hiperprolactinemia podem ter inibido a secre¢do de
LH pelos gonadotrofos na adenohipéfise, como também impedido a ligacdo do LH no
meio intra-testicular; ambos os efeitos repercutem na reducdo da secre¢do de testosterona

plasmatica.



Curiosamente, o tratamento com nifedipina manteve o comportamento sexual
normalizado nos ratos 2R/1C, apesar da testosterona plasmatica encontrar-se reduzida. A
sintese de NO, facilitada pelo tratamento com nifedipina, pode ser apontada como um
fator de melhora do comportamento sexual, junto a concentragdo plasmatica normal de
PRL e a pressao arterial normal, também associadas ao tratamento com nifedipina, sendo
que o conjunto destes eventos podem ter superposto a redugao da testosterona plasmatica.

Podendo ser a Ang II ou a PRL os agentes causais da reducdo da testosterona
plasmatica, o fato € que o efeito sobre o andrégeno pode ser o responsavel pela diminuigao
do comportamento sexual em ratos machos 2R/1C.

Além da presenca de testosterona plasmatica, de igual importancia ¢ a veno-
oclusdo necessaria para o aumento da pressdo intracavernosa que torna efetiva a eregdo
peniana. Os andrégenos controlam o mecanismo de veno-oclusdo, indiretamente, por um
mecanismo dependente de NO. Portanto, uma deficiéncia na producao de NO ¢ a base
subjacente para o fracasso da veno-oclusdo, como acontece nos ratos castrados (Dai et al.,

1999).

8. Ratos 2R/1C apresentam reducdo do quociente de espermatides e aumento do
transito epidimario; o tratamento com o bloqueador de canais de calcio nifedipina

nao reverte os efeitos sobre a espermatogénese.

Ratos 2R/1C apresentaram redu¢do do quociente de espermatides e aumento do
transito epidimario quando comparados aos animais ficticios. Este efeito foi mantido

quando ratos 2R/1C receberam veiculo ou foram tratados com nifedipina. A reducao do



quociente de espermdtides e aumento do transito epidimario ocorreram exclusivamente
nos animais 2R/1C, independente do tratamento com nifedipina.

Evidéncias sugerem a existéncia de um SRA local em gonadas masculina; neste
contexto, a ligagdo da Ang Il aos seus receptores, principalmente ao receptor AT,
estimula o transporte de espermatozoides e regula o balango hidreletrolitico local, ambos
necessarios para a maturagcdo dos espermatozoides, em epididimo (ver revisao de Speth,
Daubert & Grove, 1999).

Em ratos, a localizagdo dos receptores de PRL sobre as células de Sertoli, bem
como a agao regulatoria das células de Sertoli pelo FSH plasmatico, sugerem que a PRL
possa ser um potencial regulador da espermatogénese (Guillaumot & Benahmed, 1999).
Entretanto, somente em excesso, como no caso da hiperprolactinemia, tem sido
evidenciado hipogonadismo e inibi¢cdo da espermatogénese (Bartke, 1980).

Efeitos adversos sobre o potencial de fertilidade tém sido atribuidos para a
administracao terapéutica dos bloqueadores de canais de célcio, sugerindo que estes
medicamentos possam ser possiveis agentes contraceptivos masculino (Almeida et al.,
2000). O bloqueador de canais de céalcio amlodipina, administrado por via sc, promoveu
uma diminui¢do na producao de espermatides e na densidade de espermatozdides em ratos
(Almeida et al., 2000).

Visto que o tratamento com nifedipina nio alterou a espermatogénese nos animais
pertencentes ao grupo da cirurgia ficticia, podemos sugerir que a nifedipina ndo
apresentou efeito direto sobre os canais de calcio no parénquima testicular. Estudos in
vitro mostraram que o pH necessario para a permeabilidade do canal de calcio ndo foi

modificado na presenca da nifedipina em tecido testicular, ao contrario de outros



bloqueadores de calcio, sugerindo que a nifedipina parece facilitar a regulacdo da
maturagdo dos espermatozoides (Santi et al., 1998).

Nossos resultados também mostraram que o tratamento com nifedipina nao
reverteu a redu¢do do FSH plasmatico e, conseqiientemente, o déficit da espermatogénese
em ratos 2R/1C, apesar de promover valores normais de pressao arterial.

Uma explica¢do plausivel para o déficit da espermatogénese em animais com
valores pressoricos normais e comportamento sexual normal seria que o aumento da
Ang II no modelo 2R/1C possa estar interferindo na ligacdo do LH em seus receptores
testiculares, e, assim, comprometendo a secre¢do de testosterona, necessaria para a
ativacao do processo espermatogénico, incluindo a maturagao dos espermatozoides.

Também, a hiperprolactinemia exibida pelos ratos 2R/1C pode estar
hiposensibilizando as células de Leydig a reagirem ao LH (Huang et al., 2001), como,
também, o aumento da PRL pode estar causando uma down-regulation nos receptores de
PRL nas células de Sertoli, sendo que ambos os efeitos levam ao comprometimento da

maturagdo espermatogénica.



CONCLUSOES




Com base nos resultados, foram formuladas as seguintes conclusdes:

Animais com hipertensdo induzida pelo modelo 2R/IC apresentaram alteracao
significativa nos seguintes desfechos reprodutivos: (a) reducdo da freqiiéncia de
monta com intromissdo, (b) aumento da laténcia de monta com intromissao, (c)
aumento da laténcia de ejaculagdo, (d) aumento da duragdo do intervalo pds-
ejaculario, (¢) aumento da concentragdo plasmatica de PRL, (f) redugdo da
testosterona plasmatica, (g) redu¢do do quociente espermatico, e (i) aumento do
transito epidimario. Ao serem tratados com nifedipina, ratos 2R/1C apresentaram:
(a) aumento da freqiiéncia de monta com intromissao, (b) reducao da laténcia de
monta com intromissdo, (¢) reducdo da laténcia de ejaculagdo, (d) redugdo da
duracdo do intervalo pods-ejaculario, (e) concentragdo normal de PRL plasmatica,
(f) reducdo da testosterona plasmatica, (g) reducdo do quociente espermatico, e (i)

aumento do transito epidimario.

O impedimento em aumentar a PAM, devido ao tratamento com o bloqueador de
canais de calcio nifedipina, estd associado a um padrdao normal do comportamento

sexual de ratos machos 2R/1C;

O comportamento sexual normal ocorre junto a PAM e PRL plasmatica, ambas
normais, com exce¢do da espermatogénese, em ratos clipados na artéria renal e

tratados com nifedipina;

A PAM normal, devido ao tratamento com o bloqueador de calcio nifedipina,
impede a ocorréncia dos efeitos deletérios da hipertensdao renovascular (modelo

2R/1C) sobre o comportamento sexual;



O tratamento com o bloqueador de calcio nifedipina impediu a reducdo da fungao
sexual, com excecao da espermatogénese, nao por um efeito direto, mas manter os

valores de PAM normais de ratos machos 2R/1C;

O tratamento com o bloqueador de canal de calcio nifedipina ndo causa efeito

intrinseco sobre a func¢ao reprodutiva de ratos machos 2R/1C e controles;

A elevacdo plasmatica e/ou central da Angll, sabidamente elevada no modelo
2R/1C, parece nao ter sido um fator decisivo para a disfun¢do reprodutiva de ratos

machos neste estudo;

A hipertensao renovascular induzida pelo modelo 2R/1C promoveu efeito cronico
sobre a espermatogénese de ratos machos, o que ndo foi revertido com o

tratamento com o bloqueador de canal de célcio nifedipina;

O aumento da PRL plasmatica pode ser um dos fatores causais da piora da fungao

reprodutiva em ratos machos com hipertensao induzida pelo modelo 2R/1C;

Fatores endocrinos como PRL, LH, FSH e testosterona interagem na modulagdo da
funcdo reprodutiva, onde alguns fatores podem estar se sobrepondo

funcionalmente a outros.



CONSIDERACOES FINAIS




O conjunto dos resultados deste estudo mostrou que o aumento da pressdo arterial
parece ser o grande responsavel pelas alteragdes da fungao reprodutiva, ja que valores
normais de PAM coincidem com efeitos favoraveis na reprodugdo, principalmente sobre o
comportamento sexual. A Angll parece agir como um dos mediadores dos efeitos sobre a
funcao reprodutiva.

Alteragdes da PRL, testosterona e FSH plasmaticos podem ter sido causa ou
conseqiiéncia do prejuizo reprodutivo. Porém, o tratamento com nifedipina mostrou que,
mesmo no modelo 2R/1C, onde a Angll permanece elevada, alguns efeitos negativos
foram abolidos sobre a funcdo reprodutiva. Isto nos faz pensar que, ao contrario de um
fator isolado, uma gama de fatores interrelacionados podem estar modificando a fisiologia
normal da reprodugdo na doenga hipertensiva.

O progresso na compreensdo de uma associacdo entre a hipertensdo e fungdo
reprodutiva pode facilitar o controle clinico da disfun¢do sexual e melhorar a qualidade de
vida dos pacientes. A continuagdo deste estudo pode servir com subsidio para um melhor
entendimento das relagdes causais nesta tematica. A preservac¢ao da fungdo sexual normal

precisa ser considerada no acompanhamento terapéutico do paciente hipertenso.
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