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RESUMO

Existe uma associacdo entre hipertensdo arterial e prejuizo da funcéo
reprodutiva. No modelo experimental dois-rins, um-clipe (2R1C), a hipertensao
de origem renovascular € estabelecida pelo aumento na producdo de
angiotensina Il (Ang Il). O presente estudo analisou a evolucdo temporal dos
efeitos da hipertensdo promovida pelo modelo 2R1C sobre a funcao
reprodutiva de ratos, bem como a participacdo dos receptores de Ang Il do tipo
1 (AT1l) nesse processo. Para tanto, avaliamos as manifestacbes do
comportamento sexual, da gametogénese e das concentracdes plasmaticas de
Ang Il, horménio luteinizante (LH), testosterona, prolactina e corticosterona de
ratos submetidos ao modelo 2R1C (clipados) ou a cirurgia ficticia (controle)
pertencentes aos grupos 7, 14, 21 e 28 dias de procedimento cirargico. Essas
mesmas andlises dos parametros endocrinos e do comportamento sexual
foram realizadas em outros dois grupos, apos 28 dias de clipamento ou cirurgia
ficticia, que receberam o tratamento com losartan, um antagonista dos
receptores AT1. Os ratos dos quatro grupos analisados, aos 7, 14, 21 e 28 dias
de clipamento, sem o tratamento com losartan, apresentaram um aumento nas
concentracfes plasmaticas de Ang Il e uma resposta hipertensora, quando
comparados aos seus respectivos controles. As demais analises das dosagens
hormonais mostram que o emprego do modelo 2R1C promoveu reducao nas
concentracbes plasmaticas de LH somente no grupo 7 dias de clipamento e
elevacdo do LH circulante nos grupos 21 e 28 dias de clipamento. As
concentracdes plasmaticas de prolactina aumentaram nos grupos 14, 21 e 28
dias de clipamento. Além disso, ocorreu diminuicdo nas concentracdes
plasmaticas de testosterona no grupo 28 dias de clipamento. Por outro lado,
nao houve alteracdes nas concentracdes plasmaticas de corticosterona em
nenhum grupo. Todos os animais clipados manifestaram inibicdo de um ou
mais parametros do comportamento sexual, ocorrendo maior comprometimento
desta funcdo com o avanco temporal da hipertensédo. Os grupos 21 e 28 dias
de clipamento também apresentaram um dano da espermatogénese. O
tratamento com losartan normalizou a presséo arterial e preveniu as alteracdes
da prolactina, do LH, do comportamento sexual e da espermatogénese de ratos
clipados por 28 dias. Somado a isso, o0 losartan ocasionou uma elevagéo nas
concetracbes plasmaticas de testosterona no grupo clipado e produziu um
aumento na Ang Il circulante nos grupos controle e clipado por 28 dias. Os
resultados deste estudo evidenciam que a Ang Il exerce influéncia modulatéria
sobre parametros endocrinos e comportamentais da funcdo reprodutiva,
representando  um dos principais elementos determinantes do
comprometimento do comportamento sexual e da espermatogénese de ratos
com hipertenséo renovascular.



ABSTRACT

There is an association between hypertension and reproductive function
impairment. In the two-kidney, one-clip model (2K1C), the renovascular
hypertension is established by plasma angiotensin Il (Ang Il) increases. The
present study aimed to analyze the temporal evolution of hypertension effects
on rat reproductive function submitted to a 2K1C model. It was also analyzed
the AT1 receptors participation in this process. Sexual behavior manifestations,
gametogenesis and plasmatic concentrations of Ang I, luteinizing hormone
(LH), testosterone, prolactin and corticosterone in rats submited to 2K1C model
(clipping) or to sham surgery (control) from groups at 7, 14 , 21 and 28 days
after surgery were evaluated. These endocrine parameters and sexual behavior
analysis were conducted in two other groups after 28 days of 2K1C or sham
surgery, which received losartan treatment - an AT1 receptor antagonist. The
rats from the four groups on days 7, 14, 21, and 28 after clipping procedure,
without losartan treatment, showed an increase in plasma Ang Il levels and a
hypertensive response, compared to their respective control groups. The other
hormonal measurements showed that the 2K1C model caused a reduction in
plasma LH only in the 7 days after clipping procedure group and a plasma LH
elevation in the 21 and 28 days after clipping groups. Plasma prolactin
increased in 14, 21, and 28 days after clipping procedure groups. Moreover,
there was a decrease in plasma testosterone in the 28 days after clipping
group. On the other hand, there were no changes in plasma corticosterone in
any group. All clipping animals showed inhibition of one or more sexual
behavior parameters and the temporal advancement of hypertension promoted
a greater impairment in this function. The 21 and 28 days after clipping
procedure groups presented spermatogenesis dysfunction. Losartan treatment
normalized the blood pressure and prevented the changes on plasma prolactin
and LH levels, sexual behavior and spermatogenesis after 28 days clipping
procedure. In addition, losartan treatment caused a rise in plasma testosterone
clipping group levels and an increase in circulating Ang Il control and clipping
group levels after 28 days of surgery procedure. Together, these results
suggest that Ang Il acts modulating behavioral and endocrine parameters of
reproductive function in a 2K1C rat model. Therefore, Ang Il seems to represent
one of the major elements inducing sexual behavior and spermatogenesis
impairment in rats with renovascular hypertension.
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I-INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica € uma doenca cronica prevalente em
cerca de um quarto da populagdo mundial (Kearney et al., 2005), contribuindo
significativamente para a grande incidéncia de infartos do miocéardio, acidentes
vasculares cerebrais e doencas renais (Williams, 2010). Além disso, estudos
indicam uma associagdo entre hipertensdo arterial e dano da funcdo
reprodutiva, que se manifesta com o comprometimento da fungdo sexual
(Sesayama et al., 2003; O’Donnell et al., 2004; Spessoto et al., 2010). Dados
epidemioldgicos evidenciam que, no Brasil, mais de quarenta e cinco por cento
dos homens possuem algum grau de disfuncdo erétil, revelando-se um
expressivo problema de saude publica no pais (Abdo et al., 2006). Somado a
hipertensdo arterial, o tratamento farmacol6égico com determinados anti-
hipertensivos, também representa um fator contributivo para disfuncédo sexual
em pacientes hipertensos, acarretando na baixa aderéncia ao tratamento da
hipertenséo arterial (Ferrario & Levy, 2002).

Considerando que a falta de controle da hipertensao arterial pode trazer
consequéncias graves a saude do individuo e que o dano a funcédo reprodutiva
esta vinculado ao decréscimo de bem-estar e prejuizo da qualidade de vida,
torna-se bastante relevante investigar os mecanismos neurais e sistémicos
envolvidos no desenvolvimento da hipertensdo arterial e suas repercussdes

sobre a funcéo reprodutiva, objeto de estudo desta tese.



1. Angiotensinal ll

A angiotensina Il (Ang Il) é um octapeptideo, presente em diversos
sistemas do organismo, envolvido na regulacdo da presséo arterial, perfusdo
tecidual e modulacdo da funcdo reprodutiva (Fitzsimons, 1980; Steele et al.
1981, Clark, 1988; Saavedra, 1992; Ganong, 1995).

Trabalhos tém evidenciado que a Ang Il é produzida a partir de uma
sequéncia de eventos bioquimicos, representados pelo sistema renina-
angiotensina (SRA). Os principais elementos constituintes deste sistema
abrangem o angiotensinogénio, a renina, a angiotensina | (Ang I), a enzima
conversora de angiotensina (ECA) e Ang Il. O processo que compde a sintese
de Ang Il inicia com a liberacdo de renina pelas células justaglomerulares das
arteriolas aferentes dos rins para a circulagdo. A secrecdo da renina ativa é
estimulada, principalmente, por fatores vinculados a redugdes na presséo de
perfusdo renal; a queda na concentracdo de cloreto de sédio detectada pelas
células da macula densa localizadas na porcéo final do segmento espesso do
ramo ascendente da alca de Henle; a estimulacdo nervosa simpatica via
receptores adrenérgicos. A acdo da renina na circulacdo é clivar o
angiotensinogénio, presente em grande parte no figado, em Ang |, um
decapeptideo inativo. Por sua vez, a ECA, abundante no endotélio vascular
pulmonar e sistémico, converte a Ang | em Ang I, um peptideo enddgeno que
produz seus efeitos centrais e perifericamente no organismo (Reid et al., 1978;

Dzau & Re, 1994; Ferrario, 2006).



A existéncia de varios sistemas renina-angiotensina (SRA) distribuidos
no organismo ja estd bem consolidada, pois diversos estudos evidenciaram a
presenca de SRA localizados no sistema nervoso central (SNC), além de
sistemas locais identificados em tecidos como rins, coracdo, adrenais,
gbnadas, parede arterial e hipofise (Fitzsimons, 1980; Quinlan & Phillips, 1981;
Saavedra, 1992; Griendling et al., 1993; Speth et al., 1999). Sabe-se que a Ang
Il exerce seus efeitos através de dois subtipos de receptores, classificados
farmacologicamente como receptores de Ang Il do tipo 1 (AT1) e do tipo 2
(AT2) (Bumpus et al., 1991; Bottari et al.,1993). A maioria das ac¢des atribuidas
a Ang Il é mediada pelos receptores AT1, 0s quais estdo amplamente
distribuidos em diversos tecidos do corpo. A ligacao aos receptores AT1 causa
contracdo da musculatura lisa vascular, preferencialmente da arteriola eferente
renal, com consequente aumento da taxa de filtragdo glomerular e reducéo do
fluxo sanguineo renal; liberacdo do hormonio antidiurético (ADH) pela hipdfise
posterior e retencdo de sédio e agua pelo tubo distal; secrecao de aldosterona;
estimulacdo da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS); resposta
inflamatoria; inibicdo da liberacdo da renina por feedback negativo mediado
pela acdo da Ang Il nas células justaglomerulares (Fitzsimons, 1980; Carey &
Siragy, 2003; Saavedra, 2005). Os receptores AT2 também estdo distribuidos
no organismo, presentes principalmente no SNC de humanos (MacGregor et
al., 1995) e, em menor expressao, nos tecidos de roedores adultos (Song et al.,
1991a; Tsutsumi & Saavedra, 1991; Lenkei et al., 1997). Os efeitos atribuidos
aos receptores AT2 incluem a vasodilatacdo, inibicdo do crescimento celular e

melhora da funcdo miocardica, indicando ser um receptor contra-regulador da



acao dos receptores AT1 (Carey & Siragy, 2003; Ferrario, 2006; Barker et al.,
2006; Weir, 2007).

O aumento na concentracdo de Ang Il € um dos fatores responsaveis
pela elevacdo da pressao arterial e manutencdo da hipertensao (Volpe et al.,
2002; Ferrario, 2006). Perifericamente, os altos niveis de pressdo arterial,
mediados pelo estimulo dos receptores AT1, criam trauma mecéanico nos vasos
e resisténcia a circulacdo saguinea, resultando em areas de turbuléncia. Esses
danos, se recorrentes, promovem um processo de remodelacdo e
reestruturacdo tecidual, alterando a conformagdo normal dos vasos
sanguineos. Nesse sentido, a acao proliferativa vascular inibe a funcao
endotelial e estimula mediadores do processo de fibrose tecidual levando a
alteracbes vasculares, que comprometem a nutricdo dos Orgaos-alvo
determinando o aparecimento de patologias isquémicas (Weir, 2006). Outra
consequéncia importante das altas concentracbes de Ang Il vinculada a
ativacdo dos receptores AT1 € a producdo elevada de espécies reativas de
oxigénio, causando estresse oxidativo (Griendling et al., 1994; Berry et al.,
2000; Dantas et al., 2004; Ruiz-Ortega & Ortiz, 2005). Quando as células sao
expostas a niveis excessivos de espécies reativas de oxigénio, pelo
desequilibrio decorrente da queda de agentes antioxidantes, ocorre estresse
oxidativo (Zalba et al., 2000), condicdo esta que pode afetar vasos centrais e
periféricos, contribuindo para patogénese da hipertensdo em modelos animais
e humanos (Campos & Bergamaschi, 2006; Campos, 2009; Weir, 2006).

O decréscimo na disponibilidade de oOxido nitrico, um vasodilatador
envolvido no relaxamento do muasculo liso vascular, também tem sido relatado

em ratos hipertensos e com disfuncéao erétil (Ushiyama et al., 2004). De fato,



existe uma associacdo entre dano vascular, decréscimo de o6xido nitrico e
aumento do estresse oxidativo na hipertensdo predispondo a disfungéo erétil
(Dobrian et al., 2003; Ushiyama et al., 2004; Agarwal et al. 2006).

Além disso, a Ang |l localizada em regides centrais envolvidas com o
controle cardiovascular também exerce seu efeito modulador sobre a presséo
arterial (Ferguson et al., 2001; Katsunuma et al., 2003; Weir, 2006). Nesse
sentido, hd tempos foi descrita a resposta tensora neurogénica da Ang Il,
relacionando esta acdo a estimulacdo do SNC pelo peptideo (Bickerton &
Buckley, 1961). Entre as agdes cardiovasculares da Ang Il no SNC, inclui-se a
inibicdo do barorreflexo, via estimulacao dos receptores AT1 no nudcleo do trato
solitario (Matsumura et al., 1998), a estimulacdo do SNS e a liberacdo de ADH
(Fitzsimons, 1980). O SNC também participa do desenvolvimento e
manutencdo da hipertensdo envolvendo a acdo da Ang Il periférica. O bulbo
ventro-lateral rostral (RVLM) e o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN)
sdo as principais regides relacionadas a ativacdo do SNS durante o
desenvolvimento da hipertenséao arterial (Campos & Bergamaschi, 2006). Um
possivel mecanismo pelo qual a Ang Il circulante exerce seu efeito central é
pela ligagdo, principalmente, aos seus receptores ATl em neurdnios
especializados do encéfalo, através dos 0Orgdos cinrcunventriculares (OCV)
(Mangiapane & Simpson, 1980; Gutman et al., 1988; Lenkei et al., 1997; Vieira
et al.,, 2010). Sabe-se que os OCV possuem capilares fenestrados altamente
permedaveis, possuindo papel importante na mediacdo da acdo da Ang Il
circulante sobre o SNC. Os neurbnios dessas regides como o0 0Orgao
subfornicial e 6rgéo vasculoso da lamina terminal podem ser ativados pela Ang

Il circulante e, entdo, sinalizar outras regides envolvidas no controle



cardiovascular como o RVLM e o PVN, os quais ativam varias vias neuro-
humorais (Maliszewska-Scislo et al., 2008; Campos, 2009). Assim, a agao da
Ang Il sobre o SNC ocorre através da passagem do peptideo periférico pelos
OCV atingindo é&reas encefadlicas e do peptideo sintetizado centralmente

(Bottari et al., 1993; Saavedra, 2005).

2. Modelo de Hipertensédo de Goldblatt — Dois Rins e Um Clipe

O modelo de hipertensao renovascular unilateral de Goldblatt, do tipo
dois rins e um clipe (2R1C), consiste na aplicagdo de um clipe de prata na
artéria renal (Goldblatt, 1934). Nesse modelo, o clipe ndo promove interrup¢ao,
mas sim uma reducédo da perfusdo renal, estimulando o aumento na sintese e
liberacdo de renina no rim clipado. A ativagdo da renina culmina na producao
de Ang I, desencadeando a resposta pressora (DeForrest et al., 1982; Huang
et al.,, 1982). A interacdo desses efeitos contribui para o primeiro estagio da
hipertensdo decorrente da aplicagdo do modelo 2R1C, quando a atividade da
renina plasmatica e a concentracdo de Ang Il circulante estdo elevadas (Guan
et al., 1992; Navar et al., 1998). Além disso, estudos sobre a fisiopatologia
molecular do modelo 2R1C em roedores mostram que, quatro semanas depois
de aplicado o clipe, as concentracbes de Ang Il no encéfalo apresentam-se
maiores, quando comparadas ao controle sem clipe (Morishita et al., 1993).
Essa elevacédo da Ang Il no SNC parece também estar implicada na génese da
hipertensdo produzida precocemente nesse modelo, desde que a injecao
central do antagonista dos receptores AT1, saralasina, reduz os niveis de

presséao arterial (Mann et al., 1978).



3. Func¢éo Reprodutiva

A funcdo reprodutiva abrange mecanismos fisiologicos somaticos e
comportamentais visando a preservacao e ao bem-estar das espécies (Naftolin,
1981; Berne & Levy). A integridade do eixo hipotadlamo-hipoéfise-gonadal (HHG)
€ necessaria para um processo reprodutivo eficiente, ja que os sistemas
nervoso e enddcrino atuam coordenadamente na promocgao da reproducao. O
SNC é receptor e coordenador dos estimulos ambientais que influenciam a
reproducao, sintetizando horménios hipotalamicos reguladores da liberacdo de
hormdnios hipofisarios, 0os quais agem sobre as funcbes gametogénica e
enddcrina das gbnadas. Os horménios gonadais, além de promover o
desenvolvimento e a manutencdo dos caracteres sexuais, atuam sobre o
encéfalo, a hipéfise e a prépria gbnada, regulando a liberacdo dos seus
respectivos hormonios. De fato, os hormdnios sexuais sS&o cruciais no
desenvolvimento e na funcdo do sistema reprodutivo e, também, no
comportamento sexual (Naftolin, 1981; Nelson, 1995). Sendo assim, qualquer
alteracdo no eixo HHG pode prejudicar a funcao reprodutiva, tanto no aspecto
comportamental quanto na gametogénese. Nesse sentido, diversos estudos
clinicos e de experimentacdo animal destacam que a hipertensdo arterial € um
dos fatores que pode modificar a funcdo reprodutiva de machos (Clark, 1995;

Della Chiesa et al., 2003; Sesayama, 2003).

4. Eixo Hipotalamo-Hipofise-Gonadal
No hipotdlamo de roedores, o horménio liberador de gonadotrofinas

(GnRH) é secretado pelos neurbnios da area pré-6ptica medial (APOM), os



guais se projetam para a eminéncia mediana (EM) liberando seus produtos nos
capilares do sistema porta-hipofisério até a hipdfise anterior (Hiney et al.,
2002). Sob o estimulo do GnRH, os gonadotrofos da hipdéfise anterior
promovem a liberacdo do horménio luteinizante (LH) e do hormdnio foliculo-
estimulante (FSH). O LH e o FSH sao importantes para o desenvolvimento e
funcdo sexual. Nos machos, o LH estimula as células de Leydig nos testiculos
a produzir testosterona e o FSH participa da maturacdo das células
esperméticas no testiculo (Berne & Levy, 2009). A secrecdo de GnRH é objeto
do mecanismo de feedback negativo pelo aumento nos niveis plasmaticos de
LH e testosterona, sendo que, nos machos, tanto o LH como o FSH possuem
um perfil fisioldgico de secrecdo em concentracdes pulséateis (Harris & Levine,
2003). Além da influéncia do feedback negativo, a secrecdo do GnRH é
modulada pela presenca de Ang Il (Steele, 1992; Dornelles & Franci, 1998) e
outros neurotransmissores.

Dados da literatura mostram que a retirada dos estimulos do GnRH
sobre os gonadotrofos abole a sintese e secrecao de LH, mantendo a producgéo
de FSH continua em ratos (Culler & Negro-Villar, 1986). De fato, 0 GhnRH tem
sido denominado, recentemente, também como hormdnio liberador do
hormoénio luteinizante (LHRH) por promover maior liberacdo de LH do que de
FSH.

O LH controla a sintese e secrecdo da testosterona pelas células de
Leydig via corrente sanguinea. A testosterona possui acao periférica no
desencadeamento e desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos e,
também, atua na diferenciacdo sexual do SNC, determinando fatores

morfolégicos e comportamentais especificos do macho (Babichev et al., 1990;



Bialek et al., 2004). Os efeitos centrais da testosterona sao mediados, pelo
menos em parte, pelos receptores androgénicos (McGinnes & Dreifuss, 1989),
0S quais estdo localizados em &reas importantes para a regulacdo do
comportamento sexual, como a APOM e o nacleo ventromedial do hipotalamo
(VMH) (Simerly et al, 1990; Harding & McGinnis, 2003).

Outro horménio que exerce destacado efeito sobre a liberacdo de
gonadotrofinas e a funcdo reprodutiva € a prolactina. Este horménio é
sintetizado pela hipoéfise anterior, nos lactotrofos, e também em determinadas
areas hipotalamicas. Ja a prolactina de origem periférica pode agir
centralmente via fluido cérebro-espinhal, através de um sistema de transporte
especifico mediado por receptores de prolactina no plexo coroide, havendo,
também, um fluxo retrégrado deste horménio do sistema porta hipotalamo-
hipofisario (Mangurian et al., 1992; Freeman, 2000; Gill-Sharma, 2009). A
dopamina, inibidor fisiolégico da secrecdo de prolactina, é liberada pelos
neurénios tuberoinfundibulares hipotalamicos nos vasos porta-hipofisarios,
agindo diretamente sobre os lactotrofos da hipdéfise anterior para inibir a
secrecédo de prolactina (MacLeod & Lehmeyer, 1974; Freeman et al., 2000; Gill-
Sharma, 2009).

A expressdo de RNAmM para receptores de prolactina em &areas
hipotalamicas envolvidas na reproducéo reforca as evidéncias da participacao
deste horménio no processo reprodutivo (Kokay et al., 2011). Durante a
maturacdo sexual de ratos, o0 aumento de prolactina no plasma incrementa a
quantidade de receptores de LH nos testiculos, exercendo efeito, também, no
controle e desenvolvimento anatomofuncional das glandulas sexuais

acessorias (Bartke, 1977; Bex et al., 1978). Por outro lado, o aumento crénico
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da prolactina plasmética parece inibir a funcdo reprodutiva em homens e
roedores (Hermanns & Hafez, 1981; Clark, 1995; Buvat, 2003; Breigeron et al.,

2007).

5. Comportamento Sexual dos Machos

O comportamento sexual dos machos € definido como todo
comportamento necessario e suficiente para levar os espermatozoides até o
ovQcito e, para tanto, conta com a integridade dos sistemas enddécrino e neural
(Nelson, 1995; Agmo, 1997). Considera-se que o comportamento sexual
representa a expressao da fungéo reprodutiva do individuo e, de um modo
geral, compreende duas fases: a apetitiva e a consumatoria. A fase apetitiva
representa a aproximacdo entre macho e fémea e envolve todos o0s
comportamentos utilizados pelo rato para atrair a fémea: perseguigéo e cheirar
genitais da fémea, vocalizacdes. A fase consumatoria refere-se ao periodo em
que ocorre a cépula propriamente dita e a ejaculacao (Nelson, 1995).

Nos roedores, o comportamento sexual pode ser dividido em trés
componentes: monta (sem intromissdo), intromisséo e ejaculacdo. Medidas do
comportamento pré-copulatério do macho servem para indicar a motivacéo
sexual. A laténcia da monta € o periodo de tempo do contato inicial entre o
macho e a fémea até a primeira monta. Assim, a motivacdo sexual é
considerada alta se a laténcia da monta for curta e vice-versa (Nelson, 1995;
Keaton & Clark, 1998; Chan et al., 1999). O comportamento do rato que
precede a monta abrange a investigacao da fémea, quando o macho persegue,
cheira a boca e regido anogenital da rata (Stone, 1922). O casal emite

mutuamente vocalizagdes ultra-sénicas em torno de 50 kHz (Hull & Dominguez,
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2007). A monta ocorre quando o macho assume a posicdo copulatéria, mas
falha em inserir seu pénis na vagina da fémea (Nelson, 1995).

A intromissdo pode ser definida como a entrada do pénis na vagina
durante uma monta. O macho realiza um movimento da pelve direcionando-a
para frente ao contato com a fémea. A quantificacdo do numero de
intromissGes, bem como a laténcia da primeira intromissdo também servem
como medida do comportamento sexual dos machos, estando mais relacionado
com o potencial erétil (Nelson, 1995; Chan et al., 1999). Embora alguns autores
considerem a laténcia para a intromissao também vinculada ao componente
motivacional (Keaton & Clark, 1998). A ejaculacdo é a expulsdo do sémen do
corpo do macho via uretra. Em ratos, a ejaculagdo é comportamentalmente
definida como um movimento vigoroso intravaginal, acompanhado de um
arqueamento da coluna vertebral e elevacdo das patas dianteiras do macho
antes da retirada do pénis. A laténcia da ejaculacdo € outro parametro
comportamental que serve como medida do potencial erétil do macho (Agmo,
1997; Keaton & Clark, 1998; Chan et al., 1999). Depois da ejaculacao,
normalmente, os ratos permanecem um periodo sexualmente inativos e
letargicos, podendo até dormir. O intervalo pés-ejaculatorio € o periodo de
tempo entre uma ejaculacdo até a proxima intromissao (Clark, 1995; Nelson,
1995) e pode durar, em média, entre 5 a 10 minutos (Dewsbury, 1972; Clark,
1995; Hull & Dominguez, 2007).

Importante destacar que a habilidade copulatéria em ratos é adquirida
entre os 45 e 75 dias de idade e é dependente da testosterona (Hull &
Dominguez, 2007), uma vez que a castracao praticamente abole a atividade

sexual e a reposicdo com testosterona restaura 0 comportamento sexual
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comparando-se com o periodo pré-castracdo (Beyer et al., 1981; Clark et al.,

1995).

5.1. Areas Encefélicas que Regulam o Comportamento Sexual de
Roedores

O controle do comportamento sexual envolve uma complexa rede de
rotas neurais abrangendo diferentes regibes do sistema nervoso. O 6rgao
vbmero-nasal tem uma participacdo importante no estimulo do comportamento
sexual em machos. As informacdes do sistema olfatério sdo processadas na
amigdala medial (AMe) juntamente com a informacdo somatossensorial dos
genitais e retransmitida para porcao parvocelular do nucleo subparafascicular,
0 qual também é parte do cicuito de ejaculacdo (Hull & Dominguez, 2007).
Informagbes da AMe, diretamente e via ndcleo do leito da estria terminal, para
a APOM séo essenciais para o comportamento copulatorio dos ratos (Kondo &
Arail, 1995). Ha evidéncias indicando a participacdo indispensavel da APOM no
comportamento copulatério, j& a AMe teria uma importancia mais vinculada ao
aspecto motor desse comportamento (Wood, 1997), sendo necessaria a
preservacdo dessas areas e de suas rotas neurais para integridade do
comportamento sexual (Kondo & Arai, 1995).

A APOM é fundamental para organizar o comportamento sexual do
macho. Ela recebe informacgbes sensoriais de todos os sistemas e envia de
volta conexbes reciprocas para essas fontes, influenciando todas as
informacdes recebidas (Simerly & Swanson, 1986). A APOM projeta-se para
nacleos do hipotalamo, mesencéfalo e tronco cerebral, os quais estédo

envolvidos com a regulacdo autondmica e somatomotora, bem como com
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estados motivacionais (Simerly & Swanson, 1988). Estudos indicam que a
lesdo da APOM prejudica a motivagdao sexual dos machos em diferentes
contextos, como a preferéncia por uma parceira do sexo feminino (Edwards &
Einhorn, 1986; Paredes et al, 1998) e a perseguicdo da fémea (Paredes et al,
1993). Por outro lado, a estimulacdo da APOM facilita o comportamento
copulatério (Rodriguez-Manzo et al., 2000) e também aumenta a pressao
sanguinea intracavernosa nos 6rgaos sexuais de machos anestesiados
(Giuliano et al., 1996). Sabe-se que a APOM néo se projeta diretamente para a
medula espinhal, onde a erecdo e emissdo seminal séo controladas, sendo
assim, ela, provavelmente, ativa diferentes areas que, por sua vez, provocam
os reflexos (Hull & Dominguez, 2007). Nesse sentido, estudos com tracadores
sugerem conexdes entre a APOM, neur6nios do ndcleo paragigantocelular no
bulbo (Murphy et al., 1999) e neurdnios motores da medula espinhal (Marson &
McKenna, 1996), os quais estariam envolvidos no processamento do
comportamento copulatério dos machos. Dados recentes evidenciam que o
ndcleo paragigantocelular, o qual envia projecdes bilaterais para os neurénios
motores lombares e sacrais que inervam a musculatura genital, estaria
envolvido nas vias descendentes inibitérias dos reflexos genitais e do
comportamento copulatério, pois a lesdo desse nucleo facilita a ejaculacdo de
ratos (Normandin & Murphy, 2011).

Trabalhos revelam a participagdo de outras regibes centrais no
processamento do comportamento sexual, como o0 envolvimento do nucleo
ventro-medial do hipotdlamo na regulacdo da motivacdo sexual do macho
(Harding & McGinnis, 2003) e a atuacao do PVN na mediacdo da funcéao erétil

(Liu et al., 1997).
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6. GOnadas Masculinas e Espermatogénse

As gbnadas masculinas sdo representadas pelos testiculos. Cada
testiculo € envolto por uma membrana fibrosa denominada tunica albuginea e o
mesénquima testicular pode ser dividido em dois compartimentos principais: o
compartimento intertubular ou intersticial e o compartimento dos tubulos
seminiferos. Os elementos componentes do compartimento intersticial sdo as
células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacao
celular variavel constituida principalmente de fibroblastos e macrofagos
(Setchell, 1991; Junqueira & Carneiro, 2004). O compartimento dos tubulos
seminiferos ocupa a maior parte do parénquima testicular e é constituido por
tinica propria, epitélio seminifero e lmen tubular (Junqueira & Carneiro, 2004;
Hess & Franca, 2007). A tunica prépria envolve o tubulo externamente, sendo
composta de células midides peritubulares com caracteristicas de células
musculares lisas e propriedades contrateis. Entre a tdnica propria e o epitélio
seminifero existe uma membrana basal que os separa. No epitélio seminifero
sdo encontrados dois tipos celulares: as células de Sertoli, ndo proliferativas, e
as células germinais tronco ou espermatogbnias. As células de Sertoli criam
um ambiente estrutural e nutricional adequado para o desenvolvimento da
espermatogbnia até espermatozoide (Skinner, 1991; Junqueira & Carneiro,
2004). O lumen tubular é a parte interna central do tubulo e esta preenchido por
fluido seminifero tubular e espermatozéides. O conteudo tubular drena através
dos ductos eferentes para o epididimo, que funciona como um depoésito de

armazenamento e de maturacdo para 0s espermatozoides até serem levados,
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pelo canal deferente e pelo ducto ejaculador, ao pénis para serem expulsos
durante o ato copulatério (Berne & Levy).

A espermatogénese representa uma soma de eventos de divisdo e
diferenciacdo que ocorrem no interior dos tubulos seminiferos para a producéo
de espermatozéides (Johnson, 2000). Considerando-se as caracteristicas
morfolégicas e funcionais, o processo espermatogénico pode ser dividido em
trés fases: a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogbnias passam por sucessivas e rapidas divisdbes mitéticas e
originam espermatocitos; b) fase meibtica ou espermatocitaria, quando o
material genético € duplicado, recombinado e segregado, garantindo a
variabilidade dentro da mesma espécie e produzem espermaétides; e c) fase de
diferenciacdo ou espermiogénica, na qual células hapléides formadas se
transformam em células altamente especializadas e estruturalmente equipadas
para alcancar e fertilizar os odécitos, os espermatozéides (Berne & Levy, 2009).
A espermiogénese envolve mudancas morfolégicas das espermatides até a
formacao do espermatozdide e esse processo € dividido em dezenove passos
no rato (Leblond & Clermont 1952). Além disso, as transformacdes ocorridas na
espermatogénese sdo acompanhadas por mudancas de posicao das células
germinais no epitélio seminifero. Assim, logo abaixo da membrana basal,
localizam-se as espermatogénias circundadas pelas células de Sertoli. A
medida que as espermatogobnias se dividem e se diferenciam € formada uma
coluna de células germinativas, a partir da membrana basal até o limen do
tubulo, onde sé&o liberados os espermatozoéides (Leblond & Clermont 1952;
Berne & Levy, 2009). Nesse sentido, atribui-se aos testiculos dupla fungéo: a

gametogénese e a esteroidogénese.
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7. Participacdo da Angiotensina Il na Funcao Reprodutiva e suas
Interagdes Neuroendocrinas

A regulacdo da funcdo reprodutiva envolve a integracdo entre SNC,
sistema nervoso periférico (SNP), hipofise e 6rgdos reprodutivos (Ganong,
1995). Diversos estudos tém mostrado que a Ang Il participa da regulagdo do
eixo HHG e da funcao reprodutiva de roedores (Steele, 1992; Steele et al.,
1992; Ganong, 1995; Speth et al., 1999). A APOM é uma das regides
envolvidas no controle do comportamento sexual e da liberacdo de
gonadotropinas. Essa area possui neurdnios produtores de GnRH (McEwen,
1978; Hiney et al., 2002) e contém receptores de Ang Il (Sirett et al., 1977,
Mendelsohn et al., 1984; Dornelles & Franci, 1998), além de responder a
administracdo ou ao bloqueio de Ang Il (Dornelles and Franci, 1998).
Receptores AT1 e AT2 também sdo encontrados na AMe (Tsutsumi &
Saavedra, 1991; Mendelsohn et al., 1984; Von Bohlen und Halbach & Albrecht,
1998), outra regido mediadora do comportamento sexual como descrito
anteriormente. Somado a isso, ha evidéncias de receptores de Angll nos
lactotrofos e corticotrofos da adenohipéfise de ratos, sugerindo-se a acao da
Ang Il de origem local e periférica sobre a regulacdo de prolactina e
corticosterona (Ganong, 1993).

O efeito facilitatorio da Ang Il sobre a secre¢cdo do LH pode ocorrer
devido sua acao direta na APOM aumentando a secrecdo de GnRH, ja que
estudos indicam aumento da atividade neuronal nessa regido na presenca de
Ang Il (Gronan & York, 1978; Dornelles & Franci, 1998). Por outro lado, existem

trabalhos sugerindo que a Ang Il promoveria a liberacdo de LH via mecanismo
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indireto na APOM, com a participacdo do locus coeruleus, ou pela acao direta
na hipofise anterior, ou ainda pela combinacao dos dois mecanismos. No locus
coeruleus, a Ang Il promove a secrecdo de noradrenalina, a qual estimula os
receptores alfa-adrenérgicos da APOM promovendo a liberacdo de GnRH
(revisdo: Saavedra, 1992). Na hipofise anterior, a Ang Il atua no gonadotrofo
aumentando a liberacdo de LH (Franci et al., 1990). As interacdes entre Ang Il e
LH possuem repercussdes diretas sobre a sintese de testosterona (Khanum &
Dufau, 1988).

A Ang I, de origem central ou periférica, € um importante regulador da
secrecdo de prolactina apresentando uma dualidade de efeitos. Na hipofise
anterior a Ang Il € um potente estimulador da liberacdo de prolactina pelo
lactotrofo (Aguilera et al., 1982; Steele et al., 1981), enquanto no SNC, por
meio do nucleo arqueado, a Ang Il exerce um efeito inibitorio sobre a producéo
de prolactina (Steele et al., 1982; Joren et al., 1997; Donadio et al., 2004).

Trabalhos também tém mostrado a acdo estimulatéria da Ang Il sobre a
liberacdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH), horménio corticotréfico
(CRH) e também de corticosterona (Rivier & Vale, 1983; Emeric-Sauval, 1986;
Sumitomo et al., 1991). Além disso, ha evidéncias de que as concentracfes
plasmaticas de corticosterona estdo elevadas em ratos hipertensos (Zamir et
al., 1983), o que poderia inibir a funcdo reprodutiva desses animais. Nesse
sentido, estudos mostram a participagdo do CRH na reducdo do
comportamento sexual de ratos (Emeric-Sauval, 1986) e inibicdo da funcéo
testicular (Dufau et al., 1993).

Ha dados sobre efeitos positivos do SRA testicular na esteroidogénese,

espermatogénese e ejaculacao (Speth et al., 1999). Por outro lado, alguns
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trabalhos indicam que a Ang Il central é inibitéria da funcdo sexual em ratos
machos, ja que sua administragcdo via ventricular suprime a motivacao sexual e
a funcao erétil, levando a uma maior laténcia de cépula e do intervalo para
reiniciar a monta (Keaton & Clark, 1998). Estudos do nosso laboratério
mostraram que a microinje¢éo de Ang Il na AMe reduz o comportamento sexual
de machos (Breigeron et al., 2002). Ratos com 28 dias de hipertenséo de
origem renovascular também apresentam prejuizo do comportamento sexual
(Breigeiron et al., 2007). No entanto, os mecanismos envolvidos no processo
patogénico da disfuncdo reprodutiva decorrente da hipertensdo ainda nao
estdo definidos. Nesse sentido, nosso trabalho visa verificar o desenvolvimento
das alteracGes na funcao reprodutiva em ratos submetidos a diferentes tempos
de hipertensdo e, assim, esclarecer os mecanismos que participam da

instalacao da disfungao reprodutiva.

8. Losartan

O losartan € um antagonista dos receptores AT1 que tem um potente
efeito anti-hipertensivo (Chiu et al., 1990; Pals, 1993). Estudos clinicos e de
experimentagdo animal indicam que o tratamento com losartan impede a
ligacdo da Ang Il aos receptores AT1, tendo como resposta compensatoria a
elevacdo da atividade da renina plasmética e das concentragbes de Ang I
circulante (Christen et al., 1991; Munafo, 1992; Tsunoda et al., 1993; Pals,
1993). Esse aumento nas concentracdes plasmaticas da Ang Il reflete a
disponibilidade do peptideo, o qual ndo se liga aos receptores AT1 para
exercer seus efeitos. Quando administrado sistemicamente, o losartan parece

transpor a barreira hemato-encefélica e agir no SNC (Tedesco et al., 1999),
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além de sua acao periférica. Desse modo, o losartan possui o efeito de inibir a
ativacdo do processo enziméatico que compde o SRA pelo bloqueio dos
receptores AT1, favorecendo a reducdo da resposa hipertensora pelo
impedimento da acéo central e periférica da Ang Il (Christen et al., 1991).

Além disso, pacientes hipertensos tratados com antagonistas dos
receptores AT1 declaram melhora da fungdo sexual com o tratamento (Della
Chiesa et al., 2003), indicando a participagéo desses receptores na patogénese

da disfungao reprodutiva.
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[I- JUSTIFICATIVA

Considerando as evidéncias clinicas e experimentais sobre a associacéo
da hipertensédo arterial com o prejuizo da funcéo reprodutiva, nosso laboratério
tem investigado o0s possiveis mecanismos envolvidos nessas patologias.
Estudos anteriores identificaram que ratos submetidos ao modelo 2R1C
possuem comprometimento do comportamento sexual e da espermatogénese
apoés vinte e oito dias de hipertensdo. Dados também revelam o vinculo da
angiotensina Il no processamento das respostas comportamentais durante a
cOpula de roedores, bem como na inibicdo da espermatogénese. Diante disso,
o0 presente estudo foi desenvolvido para investigar a evolugao cronolégica de
alteragcbes no sistema enddécrino e no comportamento sexual de ratos
submetidos ao modelo 2R1C, a fim de identificar a instalacdo e o
desenvolvimento da disfuncdo sexual e da infertilidade e, assim, obter
evidéncias dos fatores neuroenddécrinos envolvidos na patogénese da funcdo

reprodutiva.



21

[lI- OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Analisar os efeitos da hipertensdo renovascular sobre a funcao

reprodutiva de ratos.

2. Objetivos Especificos

- Avaliar a evolucao temporal das manifestacées do comportamento sexual, da
gametogénese e das concentracfes plasmaticas de angiotensina Il, horménio
luteinizante, testosterona, prolactina e corticosterona de ratos com hipertensao

renovascular.

- Avaliar os efeitos do tratamento com losartan, um antagonista dos receptores
AT1, sobre as manifestacdes do comportamento sexual, da gametogénese e
das concentracdes plasmaticas de angiotensina Il, hormoénio luteinizante,
testosterona, prolactina e corticosterona de ratos com hipertensao

renovascular.
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IV- MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Ratos Wistar com 90 dias de idade, provenientes do biotério do Instituto
de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
foram mantidos em caixas plasticas com dimensdes de 60 x 50 x30 cm no
ratario do Laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento, num
ambiente de temperatura (24°C a 26°C) e luz (6:00 as 18:00 h) controladas,
com racao e agua ad libitum.

Todos os experimentos envolvendo os animais foram realizados de
acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do
National Institutes of Health (NIH) e tiveram a aprovacdo do Comité de Etica

em Pesquisa da UFRGS (protocolo n° 13434).
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2. Desenho Experimental

2.1. Experimento 1 — Analise temporal do comportamento sexual e
parametros enddcrino-reprodutivos de ratos com hipertensdo arterial
induzida pelo modelo 2R1C.

Esse protocolo objetivou verificar as alteragbes na presséo arterial
sistdlica (PAS), nas concentracBes plasméticas de Ang Il, LH, testosterona,
prolactina e corticosterona, bem como no comportamento sexual e
gametogénese, aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a colocacédo do clipe na artéria
renal. Em cada grupo dos diferentes dias foi realizado o registro do
comportamento sexual, na noite anterior & medida da PAS e coleta sanguinea.
Na manha seguinte ao registro comportamental, ap6s 7, 14, 21 e 28 dias da
cirurgia de clipamento ou da cirurgia ficticia, realizamos a medida da PAS. A
tarde, os animais foram decapitados para a coleta do sangue e posterior
dosagem dos horménios. Também retiramos 0s rins para pesagem e 0S
testiculos e epididimos foram igualmente retirados para subsequente analise
da espermatogénese.

Grupos:

[) Controles: animais pertencentes a cada grupo (quatro tempos) foram
submetidos a uma cirurgia ficticia de colocacgéo de clipe renal (FICT).
II) Hipertensos: animais pertencentes a cada grupo (quatro tempos) foram

submetidos a cirurgia de colocacéo de clipe na artéria renal esquerda (2R1C).
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I

Dia 0
I) C:cirurgia FICT
II) H:cirurgia 2R1C

Grupo 14 dias:

[
:Dia7

[}

| PAS; coleta do sangue;

1 retirada dos rins e testiculos
|

v

Noite: Registro do comportamento sexual

I
Dia 0
1) C:cirurgia FICT

I) H:cirurgia 2R1C

Grupo 21 dias:

PAS; coleta do sangue;
retirada dos rins e testiculos

v

Noite: Registro do comportamento sexual

I
Dia 0
[) C:cirurgia FICT

I) H:cirurgia 2R1C

PAS; coleta do sangue;
retirada dos rins e testiculos

v
Noite: Registro do comportamento sexual
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Grupo 28 dias:

Dia 0 \ Dia 28

: PAS; coleta do sangue;
| retirada dos rins e

, ]

) H:cirurgia 2R1C | testiculos

v
Noite: Registro do comportamento sexual

[) C:cirurgia FICT

Figura 1. Resumo esquematico dos grupos do Experimento 1 (C: Grupo
Controle; H: Grupo Hipertenso; PAS: pressao arterial sistélica; FICT: ficticia;

2R1C: clipamento).

2.2. Experimento 2 - Andlise dos efeitos do tratamento com o
antagonista dos receptores AT1, losartan, sobre o comportamento sexual
e parametros enddcrino-reprodutivos de ratos submetidos ao modelo
2R1C.

Esse experimento objetivou verificar a acdo sistémica do losartan, um
antagonista dos receptores AT1, sobre a funcdo reprodutiva. Realizamos a
medida da PAS em ratos com 7 dias de clipamento da artéria renal. Os animais
hipertensos foram submetidos ao tratamento com losartan durante as 3

semanas seguintes. Na noite anterior a medida da PAS, registramos o
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comportamento sexual dos animais. Na manha seguinte, no 28° dia apés a
cirurgia de clipamento ou da cirurgia ficticia, foi realizada a medida da PAS e, a
tarde, os animais foram mortos por decapitacdo para a coleta do sangue e
posterior dosagem dos hormonios. Retiramos 0s rins para registrar o peso e 0s
testiculos-epididimos para subsequiente andlise da espermatogénese.
Grupos:

I) Cirurgia ficticia losartan (FICT+LOS): animais com 7 dias de cirurgia ficticia
receberam tratamento com losartan por 21 dias.

II) Clipado losartan (2R1C+LOS): animais com 7 dias de cirurgia de clipamento

da artéria renal receberam tratamento com losartan por 21 dias.

Grupo 28 dias + Losartan:

Dia0 Dia 7 Dia 28

1) Cirurgia FICT

I
I
: PAS; coleta do sangue;

PAS; Losartan |
II) Cirurgia 2R1C v retirada dos rins e testiculos

Noite: Registro do comportamento sexual

Figura 2: Resumo esquematico do Experimento 2 (PAS: pressao arterial

sistélica; FICT: ficticia; 2R1C: clipamento).
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3. Preparo das fémeas para a experiéncia sexual dos machos

Ratas adultas com 90 dias de idade foram anestesiadas com injecao
intraperitoneal de uma mistura de cetamina (100 mg/kg; Syntec) e xilazina (50
mg/kg; Syntec) para o procedimento cirurgico de retiradas dos ovarios, através
de incisdo lateral abaixo das costelas. Apds duas semanas da ovariectomia, as
ratas receberam inje¢cBes subcutdneas de estradiol (20 pg/0,2 mL Oleo de
milho; benzo-ginoestril AP, Sanofi) e progesterona (500 pg/0,2 mL dleo de
milho, Sigma) para seguir o protocolo de iniciagdo da experiéncia sexual dos
machos. O protocolo de reposi¢cdo de hormonios foi realizado por meio de duas
injecOes sequenciais subcutaneas: a primeira, contendo o estradiol, aplicada 48
h antes da iniciacdo sexual, e a segunda, contendo a mistura de estradiol e
progesterona, aplicada 6 h antes da iniciacdo sexual dos machos (Mas et al.,
1987; Padoin et al., 2001). Cada fémea induzida ao estro comportamental pela
reposicao hormonal foi testada junto a um macho sexualmente ativo e somente
aquelas que apresentaram comportamento de lordose a copula do macho

foram utilizadas no protocolo comportamental (Padoin et al., 2001).

4. Iniciag&o da experiéncia sexual dos machos

Durante duas semanas, 0s machos foram expostos a fémeas
ovariectomizadas e induzidas ao estro comportamental pela reposicédo
hormonal de estradiol e progesterona. Nesse periodo, as fémeas receberam o
protocolo de reposicdo hormonal por trés vezes, com intervalos de 72 h,
mantendo-se dois machos e uma fémea em cada caixa. Apés o periodo de

quatorze dias, as fémeas foram retiradas das caixas e os machos foram
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mantidos em abstinéncia sexual por sete dias, quando, entdo, foram

submetidos ao teste de desempenho sexual.

5. Teste de desempenho sexual

O teste de desempenho sexual de ratos, padronizado em nosso
laboratorio, consistiu em verificar, durante dez minutos, o comportamento
sexual do macho perante uma fémea ovariectomizada com reposicéo
hormonal, induzida ao estro comportamental. Os machos que apresentaram
seis ou mais montas com intromissao peniana, no intervalo estabelecido, foram
considerados sexualmente ativos (Breigeiron et al., 2002) e, somente esses
animais, foram submetidos a cirurgia de clipamento da artéria renal ou a

cirurgia ficticia.

6. Procedimentos cirargicos: modelo de Goldblatt tipo | (2R1C) e
cirurgia ficticia

Machos adultos, previamente anestesiados com injecéo intraperitoneal
de uma mistura de cetamina (100 mg/kg; Syntec) e xilazina (50 mg/kg; Syntec),
foram submetidos a cirurgia para colocacdo do clipe de prata na artéria renal
esquerda (modelo 2R1C; Nobre et al.,, 2006). Inicialmente, foi realizada uma
incisdo mediana na regido abdominal com tamanho aproximado de 2 cm logo
abaixo do apéndice xiféide. A abertura foi executada por planos até a cavidade
peritonial. O afastamento de visceras abdominais foi feito com o auxilio de dois
cotonetes embebidos em solucéo fisiolégica aquecida. O rim esquerdo foi
isolado em campo cirdrgico por tiras de algodao, também embebidas em soro

fisiologico aquecido. Com o hilo renal identificado, iniciou-se o isolamento da
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artéria renal esquerda que teve seu diametro reduzido pela colocagcdo de um
clipe de prata de tamanho 2 x 8 mm, dobrado em "V" e abertura interna de 0,20
mm. Os animais permaneceram com o clipe renal até o dia do experimento,
conforme seu grupo experimental. Na cirurgia ficticia, realizamos os mesmos
procedimentos acima descritos, com excecado da colocagdo do clipe na artéria

renal.

7. Registro do comportamento sexual

O registro do comportamento sexual foi realizado em um periodo entre
uma a cinco horas apos o inicio da fase escura. Para todos 0s grupos, na noite
anterior a medida da pressdo arterial e coleta sanguinea, foi realizada a
filmagem do comportamento sexual de cada rato colocado junto a uma fémea
receptiva sexualmente por inducao do estro comportamental.

A descricdo dos comportamentos sexuais do macho estd baseada em
dados da literatura (Agmo, 1997; Rhees et al., 2001; Breigeiron et al., 2007; Gil
et al., 2010):

- Monta com intromissdo: 0 macho posiciona-se atras da fémea e coloca suas
patas dianteiras sobre a regido dorsal da mesma, abrancando-a, e realiza
movimento profundo de aproximacéo dos flancos para penetragédo vaginal. Em
seguida, o macho se afasta rapidamente da fémea, apresentando um
movimento caracteristico de “saida em mola”, precedido do movimento rapido
de abducao das patas dianteiras.

- Ejaculacdo: este comportamento ocorre ap0s varias montas com e sem
intromissdo. A ejaculacdo comeca com uma intromissdo, mas o0 macho

permanece sobre a fémea durante 1-3 s apO0s a penetracdo vaginal. Em
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seguida, ele se afasta com movimento de saida “em mola” e fica alguns
segundos em posicao de congelamento com as patas abduzidas.

Os seguintes parametros comportamentais foram quantificados no nosso
estudo:

- Laténcia da intromisséo: periodo de tempo entre o inicio do registro, contado
a partir da introducéo da fémea na caixa-observacéo, e a primeira monta com
intromisséo (penetracdo vaginal), analisados nos primeiros 10 min (600 s) do
registro comportamental.

- Frequéncia da intromissdo: numero de intromissdes realizadas nos primeiros
10 min (600 s) do registro comportamental.

- Laténcia da ejaculacdo: periodo de tempo da primeira intromissdo até a
ejaculacao.

No protocolo de registro do comportamento sexual, cada macho foi
retirado de sua caixa-moradia e colocado em uma caixa-observagdo por um
periodo de 20 min para adaptacdo ao novo ambiente. A caixa-observacdo com
dimensdes de 70 x 70 x 35 cm possui paredes laterais e frontal de vidro,
possibilitando a ampla visualizagdo dos animais e o registro por filmagem de
seus comportamentos. Apos o periodo de ambientacdo do macho, uma fémea
induzida ao estro comportamental por reposicdo hormonal foi colocada junto ao
macho na caixa-observacdo, iniciando-se a sessdo de registro do
comportamento sexual, com duragdo maxima de 30 min (1800 s) para 0s
machos que ndo apresentavam comportamento ejaculatério, ou dentro deste
intervalo até o comportamento ejaculatorio. Assim, o0 término do registro
ocorreu aos 30 min, quando o animal ndo apresentava comportamento

ejaculatério, ou antes deste periodo logo apdés o comportamento ejaculatorio.
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Quando a ejaculagdo nao ocorreu dentro de 30 min, considerou-se uma
laténcia de 1800s, correspondentes ao tempo maximo de registro.

Caso o animal n&o realizasse intromissdo nos primeiros 10 min do
registro do comportamento sexual, considerou-se uma frequéncia de
intromissé@o nula (=0) e laténcia maxima (= 600s), correspondente ao tempo de
registro de 10 min.

O comportamento sexual foi registrado utilizando-se uma camera Sharp
e 0s parametros comportamentais foram analisados com auxilio do programa

The Observer.

8. Medida da pressdo arterial sistélica

Cada animal teve a sua pressao arterial sistolica (PAS) avaliada pelo
método ndo invasivo de pletismografia de cauda, utilizando-se o sistema Kent
Scientific (RTBP 1001 Rat Tail Blood Pressure System; Litchfield, USA). Os
registros da PAS foram analisados com auxilio do programa de aquisi¢cdo de
dados WinDaq (DATAQ Instruments, Inc., USA).

A medida da PAS por pletismografia de cauda (tail-cuff) € um método
indireto comprovadamente valido, possuindo correlacdo com o método direto
de medida da presséo arterial em ratos acordados (Bufiag, 1973; Widdop & Li,
1997).

Previamente ao registro, os animais foram adaptados, durante 1 h, ao
ambiente da sala do laboratério de Fisiologia Cardiovascular e ao tubo de
acrilico utilizado no procedimento para medida da PAS. O sistema de registro
foi calibrado utilizando-se um manémetro de pressdo com resolucdo de 1

mmHg. Durante o registro, realizado no turno da manh4, na fase clara do ciclo,
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o animal foi mantido em um tubo de acrilico, com a cauda livre para colocagéo
do esfigmomandmetro e do transdutor de pressédo arterial. Cada registro teve
duracdo média de 5 min e realizou-se a média de cinco ou seis medidas da
PAS de cada animal como referéncia para as analises. Somente 0s animais
clipados com PAS > 150 mmHg foram considerados hipertensos e incluidos no

nosso estudo.

9. Coleta de sangue

Apo6s o intervalo de, no minimo, trés horas do registro da PAS, os
animais foram mortos por decapitacdo em guilhotina e o sangue troclear foi
coletado em funis previamente heparinizados. O sangue foi centrifugado a
3000 rpm, em refrigeracao a 4°C, durante vinte minutos. O plasma foi estocado

em freezer a —70°C até as analises das concentracdes hormonais.

10. Dosagens plasmaticas de Angiotensina |Il, Hormonio
Luteinizante, Testosterona, Prolactina e Corticosterona

As concentracBes plasmaticas de Ang Il (ng/mL) foram dosadas pelo
método de ELISA (Enzyme Linked Immunonosorbent Assay), utilizando-se kit
Angiotensin Il — EIA (Peninsula Laboratories Inc., San Carlos, USA). Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com orientacdes do fabricante.

As concentracbes plasmaticas de LH, prolactina, testosterona e
corticosterona (ng/mL) foram dosadas por técnicas de radioimunoensaio (RIE)
de duplo anticorpo. Para determinar as concentracbes plasmaticas de LH e
prolactina foram utilizados Kits especificos fornecido pelo National Institute of

Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIDDK, USA). Os
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anticorpos primarios foram o anti-rat LH-S10 e PRL-S9, e as preparacfes
padrées o LH-RP3 e o PRL-RP3, para as medidas do LH e da prolactina (PRL),
respectivamente. Os hormonios foram iodinados com 125lodo da NEN (Perkin
Elmer) e o segundo anticorpo foi produzido em ovelhas pelo Laboratério do
Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci da FMRP-USP, utilizando como in6cuo
gamaglobulina de coelho.

A testosterona foi extraida com éter etilico previamente ao RIE, que
utilizou [1,2,6,7]°H-testosterona (New England Nuclear, USA), anticorpo
especifico e hormonio padrdo (Sigma, USA).

Na dosagem de corticosterona, utilizou-se padrédo e anticorpo especificos
(Sigma, USA) e corticosterona triciada (Amerscham, USA). A separagcao das
fracOes livre e ligada foi realizada com a utlizagdo de carvao-dextran. As
amostras de plasma receberam adicéo de etanol e, em seguida, para extracéo
de corticosterona, os tubos foram centrifugados por 15 minutos, sob
refrigeracdo. Os sobrenadantes foram vertidos em outros tubos para o
processo de liofilizacdo e o material seco foi armazenado em freezer a -20°C
até a realizacédo do RIE.

Todas as amostras foram dosadas em duplicatas em um mesmo ensaio
para cada horménio. As estimativas da menor quantidade detectada foram de
0,02-0,04 ng/mL para Ang Il; 0,09 ng/mL para PRL; 0,05 ng/mL para LH; 0,03

ng/mL para testosterona e 0,2 ng/mL para corticosterona.
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11. Relacao peso renal/peso corporal

Para estabelecer a relagao entre peso renal e peso corporal, verificou-se
0 peso corporal dos ratos previamente a decapitagcdo. Ap6s a morte por
decapitacdo e coleta sanguinea, os rins direito e esquerdo foram retirados e
imediatamente pesados, sendo avaliada a relacdo peso renal/peso corporal x

100 para o 6rgao direito e esquerdo de cada rato.

12. Avaliacdo da espermatogénese

Apbés a decapitacdo e coleta do sangue, os animais tiveram seus
testiculos e epididimos retirados, pesados, congelados em gelo seco e
estocados em freezer a -70°C para posterior estimativa da espermatogénese
pelas analises do quociente espermatico e do transito epididimario (Mazaro &
Lamano-Carvalho, 2006; Breigeiron et al., 2007). As avaliagbes foram

realizadas no testiculo e epididimo localizados no lado direito do rato.

12.1. Quociente de espermétides (QE) e producdo espermatica
diaria (PED)

A preparacdo dos testiculos para quantificacdo das espermatides
envolveu a remocdo da tunica albuginea, homogeneizacdo do parénquima
testicular, seguida da sonicagem em 8 mL de solucdo com cloreto de sodio
(0,9%) e Triton X-100 (0,05%). A avaliacdo da quantidade de espermatides no
estagio 19 da espermiogénese, resistentes a homogeneizagéo e sonicagem, foi
realizada em camara de Neubauer, a partir de amostras de aliquotas de 100 pL

do homogeneizado, que foram diluidas em 900 pL da solugéo salina com Triton
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X-100. Para cada testiculo, trés amostras foram avaliadas, obtendo-se uma
média das contagens que foi utilizada para quantificacdo. O valor encontrado
da contagem das espermatides foi dividido pelo peso do parénquima testicular,
obtendo-se o quociente espermatico (QE) do testiculo. O resultado do QE foi
dividido por 6,1, que representa o numero de dias das espermétides no estagio
19 permanecerem nos tubulos seminiferos (Robb et al., 1978; Mazaro et al.,
2000). O resultado desta divisdo é igual a producdo espermética diaria por
testiculo (PED), que também pode ser utilizada como parametro para avaliacdo
da eficiéncia da espermatogénese (Johnson, 1995). No nosso estudo, o a PED

foi utilizada para calcular o transito epididimario.

12.2. Transito epididiméario (TE)

O epididimo foi dividido em duas partes: cabeca-corpo e cauda. Cada
parte foi pesada, homogeneizada e sonicada, separadamente, utilizando-se o
mesmo protocolo de preparo para quantificacdo das espermatides nos
testiculos. A avaliacdo da quantidade de espermatozéides também foi realizada
em camara de Neubauer, a partir de amostras de aliquotas de 50 pL do
homogeneizado, que foram diluidas em 950 pL da solugéo salina contendo
Triton X-100. Para cada parte do epididimo (cabeca-corpo e cauda) trés
amostras foram avaliadas, obtendo-se uma média das contagens que foi
utilizada para quantificacdo. O valor encontrado para cada unidade foi dividido
pelo peso do parénquima epididimario da respectiva unidade, obtendo-se a
concentracdo de espermatozoéides (CE) da cabeca-corpo e a CE da cauda do
epididimo. Para calcular o TE de cada unidade ao longo do ducto epididimario,

o valor referente a CE foi dividido pelo respectivo valor da PED. Para o céalculo
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do TE total, somou-se os valores encontrados para o TE da cabeca-corpo e da
cauda do epididimo de cada animal, fazendo-se a média dos valores

calculados por grupo (Breigeiron et al., 2007).

Os seguintes célculos foram utilizados nas quantificacdes:

_ Testiculos QE = Quantidade de espermatides PED = QE
P parénquima testicular 6,1

- Epididimo CE = Quantidade de espermatozéides TE = CE
P parénquima do epididimo PED

13. Tratamento com Losartan

Um grupo de ratos clipados por 28 dias e o0 seu respectivo grupo controle
com cirurgia ficticia receberam tratamento com losartan, um antagonista dos
receptores AT1. Os animais foram submetidos a medida da PAS no 7° dia ap6s
o procedimento cirargico e, dos ratos clipados, somente aqueles efetivamente
hipertensos (173,8 £ 2,9 mmHg) receberam o tratamento com losartan na agua
de beber, com dose de 10 mg/kg/dia j& estabelecida na lituratura (Nobre et al.,
2006), durante os 21 dias seguintes. No decorrer do tratamento com losartan,
0s machos foram pesados a cada 48 horas para o reajuste da dose de losartan
na solugéo administrada. A solugéo foi trocada a cada 24 horas, as 13 horas da
tarde, de acordo com a curva de ingesta hidrica diaria pré-estabelecida, e

foram mantidos dois animais em cada caixa.
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Previamente, durante 28 dias, realizamos a padronizacdo da curva de
ingestdo hidrica diaria de ratos clipados (n=7) ou com cirugia ficticia (n=7),
pertencentes a um grupo experimental adicional, visando a administracdo do
losartan na dgua de beber. Neste experimento, encontramos uma variabilidade
no consumo diario de agua, principalmente ap6s o procedimento cirargico,
sendo identificado um consumo médio de 36,2 + 0,1 mL/dia para o grupo com
cirurgia ficticia e 39,9 £ 0,3 mL/ dia para o grupo clipado no periodo total

analisado.

14. Anédlise estatistica

Para os dados paramétricos (PAS, relacdo peso renal/peso corporal,
concentragfes plasmaticas hormonais, frequéncia das intromissfes, quociente
espermaético e transito epididimario), os resultados obtidos estdo expressos em
média + EPM (erro padrdo da média), sendo utilizados o teste t-Student ou
Anova de duas vias para as andlises estatisticas.

No experimento 1, os efeitos da aplicacdo do modelo 2R1C sobre a PAS,
relacdo peso renal/peso corporal, gametogénese, frequéncia das intromissdes
e concentracdes plasmaticas de Ang I, LH, testosterona, prolactina e
corticosterona foram avaliados pelo teste t de Student para cada grupo (7, 14,
21 e 28 dias), comparando-se 2R1C vs FICT.

Os animais FICT e 2R1C (28 dias) do experimento 2, que receberam o
tratamento com losartan, foram avaliados juntamente com os grupos 28 dias
FICT e 2R1C do experimento 1, que receberam veiculo (agua), utilizando-se
Anova de duas vias, seguido de poOs-teste de Bonferroni, quando necessario.

Desse modo, analisamos os efeitos do clipamento e do losartan sobre a PAS,
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relacdo peso renal/peso corporal, gametogénese e concentracdes plasmaticas
de Ang Il, LH, testosterona, prolactina e corticosterona.

Para os dados ndo paramétricos do comportamento sexual de todos os
grupos (laténcia da intromisséo e laténcia da ejaculagao), os resultados estao
expressos em mediana e intervalo interquartil (25% e 75% do periodo), sendo
utilizado o teste Mann-Withney para as analises estatisticas. A percentagem
dos animais que ejacularam foi analisada pelo teste Qui-quadrado.

Os dados foram analisados com o auxilio do programa GraphPad Prism

5 e as diferencas foram consideradas estatisticamente diferentes para P<0,05.
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V- RESULTADOS

1. Experimentos

1.1. Experimento 1 — Andlise temporal do comportamento sexual e
parametros enddécrino-reprodutivos de ratos com hipertensdo arterial

induzida pelo modelo 2R1C.

1.1.1. Presséo Arterial Sistdlica (PAS)

Os animais com clipamento da artéria renal (2R1C) apresentaram um
aumento significativo na PAS, quando comparados aos seus respectivos
controles com cirurgia ficticia (FICT), nos quatro grupos analisados: 7 (171,1 +
3,9; n=13 vs 118,9 + 2,4 mmHg; n=12), 14 (166,6 + 4,3; n=13 vs 121,3 £ 1,6
mmHg; n=12), 21 (174,8 + 4,6; n=12 vs 119,7 + 2,4 mmHg; n=11) e 28 dias
(176,8 + 6,0; n=13 vs 122,9 + 2,6 mmHg; n=13) apods procedimento cirirgico

(Figura 3).
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Figura 3: Alteracdes na pressdo arterial sistélica (PAS; mmHg) de ratos
submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) nos
grupos A) 7 (FICT, n=12; 2R1C, n=13), B) 14 (FICT, n=12; 2R1C, n=13), C) 21
(FICT, n=11; 2R1C, n=12) e D) 28 dias (FICT, n=13; 2R1C, n=13) apés
procedimento cirdrgico. Em cada grupo, diferenca significativa em relacdo ao

controle (FICT) para P<0,05(*).
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1.1.2. Relagéo peso renal/peso corporal

A Tabela 1 apresenta as relagées do peso renal e peso corporal nos
grupos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a cirurgia ficticia ou clipamento da artéria renal.

Os animais com clipamento da artéria renal (2R1C) apresentaram uma
reducao significativa na relacéo peso renal esquerdo/peso corporal (PRE/PC; x
102 g), quando comparados & relacdo PRE/PC dos seus respectivos controles
com cirurgia ficticia (FICT), nos grupos 14 (0,27 + 0,02; n=9 vs 0,32 + 0,01;
n=7), 21 (0,22 £ 0,03; n=11 vs 0,32 + 0,01; n=8) e 28 dias (0,23 = 0,02; n=11 vs
0,34 + 0,01; n=10) apoOs procedimento cirirgico. Nao houve alteracdes
significativas na relagdo PRE/PC entre 2R1C e FICT no grupo com 7 dias de
intervencao cirurgica (0,32 £ 0,01; n=11 vs 0,33 £ 0,01; n=8).

Os animais 2R1C apresentaram um aumento significativo na relacao
peso renal direito/peso corporal (PRD/PC; x 102 g), quando comparados a
relacdo PRD/PC dos seus respectivos controles FICT, em todos os grupos
analisados: 7 (0,43 + 0,01 vs 0,34 = 0,01), 14 (0,39 + 0,01 vs 0,33 £ 0,01), 21
(0,43 + 0,01 vs 0,32 £ 0,01) e 28 dias (0,43 + 0,02 vs 0,35 + 0,01) apls
procedimento cirdrgico.

Os animais 2R1C apresentaram uma reducao significativa na relacéao
PRE/PC, quando comparados a relagdo PRD/PC do rim contralateral, em todos
0s grupos analisados: 7 (0,32 + 0,01 vs 0,43 £ 0,01), 14 (0,27 £ 0,02 vs 0,39 *
0,01), 21 (0,22 + 0,03 vs 0,43 + 0,01) e 28 dias (0,23 + 0,02 vs 0,43 + 0,02).

Os animais FICT ndo apresentaram alteracdes significativas entre as

relacdo PRE/PC e PRD/PC nos grupos analisados: 7 (0,33 £ 0,01 vs 0,34 +
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0,01), 14 (0,32 + 0,01 vs 0,33 + 0,01), 21 (0,32 + 0,01 vs 0,32 + 0,01) e 28 dias
(0,34 £ 0,01 vs 0,35 + 0,01).

A Figura 4 mostra o0 aspecto macroscopico do rim estenético, que
recebeu a aplicacdo do clipe, e do rim contralateral, evidenciando-se a

hipotrofia do rim esquerdo apds 28 dias de clipamento da artéria renal.
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Figura 4: Aspecto macroscopico do rim esquerdo (E), estendtico, e do rim
contralateral direito (D), que nao recebeu aplicacdo do clipe, de um rato

pertencente ao grupo 28 dias de clipamento.

1.1.3. Dosagens hormonais

1.1.3.1. Angiotensinalll

Os animais com clipamento da artéria renal (2R1C) apresentaram um
aumento significativo nas concentra¢des plasméticas de Ang Il (hg/mL), quando
comparados aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT), nos
quatro grupos analisados: 7 (0,79 + 0,11; n=12 vs 0,39 = 0,06 ng/ml; n=10), 14
(1,25 = 0,26; n=11 vs 0,54 + 0,04 ng/ml; n=10), 21 (2,4 £ 0.82; n=11 vs 0,55 *
0,03 ng/ml; n=11) e 28 dias (29,20 + 12,85; n=12 vs 0,64 + 0,02 ng/ml; n=11)
apos procedimento cirurgico (Figura 5).

A diferenga percentual de aumento nas concentragdes plasmaticas de
Ang Il nos grupos 7, 14, 21 e 28 dias de 2R1C, quando comparados aos seus

respectivos controles, esta representada na Figura 6.



45

A) B)
7 DIAS 14 DIAS
1.0 * 2.0-
*
— 0.3' j 15_
E £
‘g 0.64 :gj io
E 0.4+ I o
Z Z 0.5- :
< 5.2 ’
0.0 ' 0.0 '
FICT 2R1C FICT
C) D)
21 DIAS 28 DIAS
4- 50 *
* 40
2 25 -
- 3+ -1 20
.g £ 10
o 3
£ £
. - 2
O
= e
< 11 <
0 0 I T I

FICT 2R1C

Figura 5: Concentracdes plasmaticas de angiotensina Il (Ang Il; ng/mL) de
ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C)
nos grupos 7 (FICT, n=10; 2R1C, n=12), 14 (FICT, n=10; 2R1C, n=11), 21
(FICT, n=11; 2R1C, n=11) e 28 dias (FICT, n=11; 2R1C, n=12) apos
procedimento cirdrgico. Em cada grupo, diferenca significativa em relacdo ao

controle (FICT) para P<0,05 (*).
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Figura 6: Diferencas percentuais (%) de aumento nas concentragdes
plasmaticas de angiotensina Il (Ang Il) nos grupos 7, 14, 21 e 28 dias apds o
clipamento da artéria renal, quando comparados aos seus respectivos

controles.

1.1.3.2. Hormonio Luteinizante

Os animais com 7 dias de clipamento da artéria renal (2R1C)
apresentaram uma reducao significativa nas concentracdes plasmaticas de LH
(ng/mL), quando comparados aos seus respectivos controles com cirurgia
ficticia [(FICT); 2,36 + 0,31; n=12 vs 3,60 * 0,46 ng/mL; n=12]. Os animais com
21 e 28 dias de 2R1C apresentaram um aumento significativo nas
concentracbes plasméticas de LH (ng/mL), quando comparados aos seus
respectivos controles FICT [21 dias: (4,02 + 0,41; n=10 vs 2,91 + 0,25 ng/mL,;
n=12); 28 dias: (4,20 £ 0,58; n=13 vs 2,70 £ 0,21 ng/mL; n=12)]. O grupo com
14 dias de 2R1C nao apresentou diferencas significativas, quando comparado
ao seu respectivo controle FICT [(4,31 £ 0,41; n=13 vs 3,27 = 0,39 ng/mL;

n=12); Figura 7].
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Figura 7: Concentracdes plasmaticas de hormonio luteinizante (LH; ng/mL) de

ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C)

nos grupos 7 (FICT, n=12; 2R1C, n=12), 14 (FICT, n=12; 2R1C, n=13), 21

(FICT, n=10; 2R1C, n=12) e 28 dias (FICT, n=12; 2R1C, n=13) apos

procedimento cirdrgico. Em cada grupo, diferenca significativa em relacdo ao

controle (FICT) para P<0,05 (*).
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1.1.3.3. Testosterona

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C)
apresentaram uma reducdo significativa nas concentracbes plasmaticas de
testosterona (ng/mL), quando comparados aos seus respectivos controles com
cirurgia ficticia [(FICT); 0,41 + 0,11; n=9 vs 0,78 £ 0,10 ng/mL; n=9]. Os animais
com 7, 14 e 21 dias de 2R1C n&o apresentaram alteragdes significativas nas
concentracdes plasméticas de testosterona (ng/mL), quando comparados aos
seus respectivos controles FICT [7 dias: (0,37 £ 0,11; n=10 vs 0,49 + 0,1
ng/mL; n=9); 14 dias: (0,70 + 0,11; n=11 vs 0,79 % 0,13 ng/mL; n=9); 21 dias:

(0,52 £ 0,14; n=9 vs 0,76 + 0,14 ng/mL; n=8); Figura 8].
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Figura 8: Concentracdes plasmaticas de testosterona (ng/mL) de ratos
submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) nos
grupos 7 (FICT, n=9; 2R1C, n=10), 14 (FICT, n=9; 2R1C, n=11), 21 (FICT, n=8;
2R1C, n=9) e 28 dias (FICT, n=9; 2R1C, n=9) ap6s procedimento cirargico. Em
cada grupo, diferenca significativa em relagao ao controle (FICT) para P<0,05

(*)-
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1.1.3.4. Prolactina

Os animais com 14, 21 e 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C)
apresentaram um aumento significativo nas concentragdes plasmaticas de
prolactina (ng/mL), quando comparados aos seus respectivos controles com
cirurgia ficticia [(FICT); 14 dias: (4,75 + 0,36; n=13 vs 3,28 + 0,32 ng/mL; n=12);
21 dias: (3,93 £ 0,26; n=9 vs 3,15 + 0,35 ng/mL; n=9); 28 dias: (4,16 + 0,47,
n=13 vs 2,85 = 0,20 ng/mL; n=12)]. O grupo com 7 dias de 2R1C nao
apresentou diferencas significativas nas concentracbes plasmaticas de
prolactina, quando comparado ao seu respectivo controle FICT [(4,74 = 0,74,

n=12 vs 3,87 + 0,37 ng/mL; n=8); Figura 9].
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Figura 9: Concentracbes plasmaticas de prolactina (ng/mL) de ratos
submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) nos
grupos 7 (FICT, n=8; 2R1C, n=12), 14 (FICT, n=12; 2R1C, n=13), 21 (FICT,
n=9; 2R1C, n=9) e 28 dias (FICT, n=12; 2R1C, n=13) ap06s procedimento
cirirgico. Em cada grupo, diferenca significativa em relacdo ao controle (FICT)

para P<0,05 (*).
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1.1.3.5. Corticosterona

N&o houve alteragBes significativas nas concentragbes plasmaticas de
corticosterona (ng/mL) entre os grupos com clipamento da artéria renal (2R1C),
quando comparados aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT),
nos quatro grupos analisados: 7 (89,10 + 22,89; n=12 vs 104,0 = 15,62 ng/mL,
n=11); 14 dias: (92,04 £ 8,92; n=13 vs 89,56 + 14,20 ng/mL; n=12); 21 dias:
(92,25 + 19,69; n=12 vs 98,27 £ 15,72 ng/mL; n=11) e 28 dias (83,17 = 13,87,

n=13 vs 72,75 £ 11,62 ng/mL; n=11) apds o procedimento cirargico (Figura 10).
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Figura 10: ConcentracBes plasméaticas de corticosterona (ng/mL) de ratos
submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) nos
grupos 7 (FICT, n=11; 2R1C, n=12), 14 (FICT, n=12; 2R1C, n=13), 21 (FICT,
n=11; 2R1C, n=12) e 28 dias (FICT, n=11; 2R1C, n=13) ap6s procedimento

cirargico.



54

1.1.4. Comportamento Sexual

A Tabela 2 mostra as andlises do comportamento sexual de ratos
submetidos a cirurgia ficticia ou clipamento da artéria renal.

Os animais com clipamento da artéria renal (2R1C) apresentaram uma
reducao significativa na frequéncia das intromissdes (n°), quando comparados
aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT), nos quatro grupos
analisados: 7 (7,23 +1,11; n=13 vs 11,17 + 0,86; n=12), 14 (4,61 £ 0,61; n=13
vs 8,16 + 1,06; n=12), 21 (5,41 £ 0,99; n=12 vs 10,82 + 1,20; n=11), e 28 dias
(4,69 £ 0,62; n=13 vs 8,46 + 0,82; n=13), apds o procedimento cirlargico.

No grupo com 7 dias de 2R1C nao houve alteragdes significativas nos
outros parametros comportamentais analisados, quando comparado com seu
respectivo controle FICT: laténcia das intromissoes [14,8 (8,15/24,65) vs 15,1
(11,7/19,7)], laténcia da ejaculagbes [364,8 (242,3/766,7) vs 612,6
(375,3/725,5)] e percentagem de animais que apresentaram comportamento
de ejaculacdo (100 vs 100).

Os animais com 14, 21 e 28 dias de 2R1C apresentaram um aumento
significativo na laténcia das intromissdes (s), quando comparados aos seus
respectivos controles FICT: 14 [36,4 (14,10/157,3) vs 14,5 (7,9/24,9)], 21 [60,1
(14,9/130,0) vs 13,1 (6,7/14,1)] e 28 dias [659 (33,25/121,5) vs 9,5
(6,15/15,45)].

Houve um aumento significativo na laténcia da ejaculacdo (s) dos
animais com 14, 21 e 28 dias de 2R1C, quando comparados aos seus

respectivos controles (FICT): 14 [1063,0 (762,9/1314) vs 406,0 (315,5/501,6)],
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21 [990,1 (780,8/1638) vs 411,4 (256,9/575,1)] e 28 dias [1303,0 (714,7/1800)
vs 351,3 (290,1/652,1)].

A porcentagem de animais que apresentaram comportamento de
ejaculacdo foi reduzida nos grupos 2R1C, quando comparados aos seus
respectivos grupos controles FICT, aos 14 (92 vs 100), 21 (83 vs 100) e 28 dias

(69 vs 100) apds o procedimento cirdrgico.
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Tabela 2: Comportamento sexual de ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT)
ou clipamento da artéria renal (2R1C) nos grupos 7 (FICT, n=12; 2R1C, n=13),
14 (FICT, n=12; 2R1C, n=13), 21 (FICT, n=11; 2R1C, n=12) e 28 dias (FICT,
n=13; 2R1C, n=13) apds procedimento cirurgico. A frequéncia e a laténcia das
intomissOes foram obtidas em sessdes de observagao nos primeiros 10 min
(600 s) do contato do macho com a fémea. A laténcia da ejaculacdo foi obtida
em sessbes de observacado de 30 min (1800 s), apds a primeira monta com
intromissdo. Para a analise do numero de animais que apresentaram
comportamento de ejaculacéo, os dados foram expressos em porcentagem (%)
e 0S numeros entre parénteses indicam 0s animais que apresentaram
ejaculacdo/numero total de animais do grupo. Em cada grupo, diferenca

significativa em relag&o ao controle (FICT) para P<0,05 (*).
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1.1.5. Espermatogénese

1.1.5.1. Quociente de Espermétides (QE)

Os animais com 21 e 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C)
apresentaram uma reducéo significativa no QE (n° x 10°), quando comparados
aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia [(FICT); 21 dias: (183,9 +
8,7 x 10% n=9 vs 213,4 + 10,3 x 10°% n=8); 28 dias: (164,6 + 6,2 x 10°% n=10 vs
214,2 + 7,7 x 10% n=10)]. Os animais com 7 e 14 dias de 2R1C néo
apresentaram alteracdes significativas no QE, quando comparados aos seus
respectivos controles FICT [7 dias: (191,1 + 14,5 x 10°% n=8 vs 200,1 + 19,28 x
10°% n=7); 14 dias: (224,4 + 13,3 x 10% n=7 vs 212,8 + 9,5 x 10°% n=7); Figura

11].
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Figura 11: Quociente de espermatides (n° de espermatides/testiculo; n° x 10°)
de ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal
(2R1C) nos grupos 7 (FICT, n=7; 2R1C, n=8), 14 (FICT, n=7; 2R1C, n=7), 21
(FICT, n=8; 2R1C, n=9) e 28 dias (FICT, n=10; 2R1C, n=10) apébs
procedimento cirdrgico. Em cada grupo, diferenca significativa em relacdo ao

controle (FICT) para P<0,05 (*).
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1.1.5.2. Transito Epididimério Total (TE)

Os animais com 21 e 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C)
apresentaram um aumento significativo no TE (n° de dias), quando
comparados aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia [(FICT); 21
dias: (8,8 £ 0,7 dias; n=9 vs 6,7 £ 0,6 dias; n=8); 28 dias: (11,1 £ 0,3 dias; n=10
vs 6,8 + 0,5 dias; n=10)]. Os animais com 7 e 14 dias de 2R1C néao
apresentaram alteracdes significativas no TE, quando comparados aos seus
respectivos controles FICT [7 dias: (7,6 + 0,7 dias; n=8 vs 6,7 + 0,6 dias; n=7);

14 dias: (7,0 £ 0,4 dias; n=7 vs 6,7 + 0,3 dias; n=7); Figura 12].
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Figura 12: Transito epididiméario total (TE; n° de dias para maturacdo dos
espermatozoides) de ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou ao
clipamento da artéria renal (2R1C) nos grupos A) 7 (FICT, n=7; 2R1C, n=8), B)
14 (FICT, n=7; 2R1C, n=7), C) 21 (FICT, n=8; 2R1C, n=9) e D) 28 dias (FICT,
n=10; 2R1C, n=10) apds procedimento cirdrgico. Em cada grupo, diferenca

significativa em relagédo ao controle (FICT) para P<0,05 (*).
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1.2. Experimento 2 - Anédlise dos efeitos do tratamento com o
antagonista dos receptores AT1, losartan, sobre o comportamento sexual
e parametros endoécrino-reprodutivos de ratos submetidos ao modelo

2R1C.

1.2.1. Presséo Arterial Sistdlica (PAS)

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C)
apresentaram um aumento significativo na PAS, quando comparados aos seus
respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT); (176,8 £ 6,0; n=13 vs 1229 +
2,6 mmHg; n=13). O tratamento com losartan preveniu o aumento da PAS nos
animais 2R1C; (118,1 = 3,3; n=13 vs 119,0 £ 2,4 mmHg; n=13); efeito do

clipamento: P<0,05; efeito do losartan: P<0,05; interacdo: P<0,05; (Figura 13).
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Figura 13: Alteracdes na pressao arterial sistélica (PAS; mmHg) apds 28 dias
de cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) em ratos que
receberam veiculo (Agua) ou tratamento com losartan; (FICT: n=13; 2R1C,
n=13); (FICT+LOS: n=13; 2R1C+LOS: n=13). Diferenga significativa para

P<0,05 (*); efeito do clipamento, efeito do losartan e interagé&o.
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1.2.2. Relacgéo peso renal/peso corporal

A Tabela 3 apresenta as relagdes do peso renal e peso corporal 28 dias
apos a cirurgia ficticia ou clipamento da artéria renal em ratos que receberam
veiculo (Agua) ou tratamento com losartan.

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C), tratados
com &gua ou com losartan, apresentaram uma reducao significativa na relacéo
peso renal esquerdo/peso corporal (PRE/PC; x 10 g), quando comparados a
relacdo PRE/PC dos seus respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT),
tratados com &gua ou com losartan (2R1C vs FICT): (0.23 £ 0.02; n=11 vs 0.34
+ 0.01; n=10); (2R1C + LOS vs FICT+LOS): (0.15 + 0.02; n=13 vs 0.34 + 0.01;
n=12).

Os animais 2R1C apresentaram um aumento significativo na relacao
peso renal direito/peso corporal (PRD/PC; x 102 g), quando comparados a
relacdo PRD/PC dos seus respectivos controles FICT, tratados com agua ou
com losartan (FICT vs 2R1C): (0.43 £ 0.02 vs 0.35 £ 0.01); (FICT+LOS vs
2R1C + LOS): (0.45 + 0.0 vs 0.35 + 0.01).

Os animais 2R1C apresentaram uma reducao significativa na relagcéao
PRE/PC, quando comparados a relacdo PRD/PC do rim contralateral
(2R1C+agua): (0.23 + 0.02 vs 0.43 + 0.02); (2R1C+LOS): (0.15 + 0.02 vs 0.45 +
0.01).

Os animais FICT ndo apresentaram alteracdes significativas entre as
relacdo PRE/PC e PRD/PC nos grupos analisados (2R1C+agua): (0.34 = 0.01

vs 0.35 + 0.01); (2R1C+LOS): (0.34 + 0.01 vs 0.35 + 0.01).
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Tabela 3: Rela¢bdes peso renal/peso corporal (PR/PC) de ratos submetidos a

cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) nos grupos 28

dias, que receberam veiculo (Grupo 28 dias); (FICT: n=12; 2R1C: n=11) e

grupo 28 dias, que recebeu tratamento com losartan (Grupo 28 dias + Los);

(FICT: n=12; 2R1C: n=13). Comparacdes entre ratos FICT e 2R1C para

relacéo peso renal esquerdo/peso corporal (PRE/PC) e peso renal direito/peso

corporal (PRD/PC). Comparagdes entre rim direito (D) e rim esquerdo (E) para

relacdo PR/PC de ratos 2R1C e ratos FICT. Em cada grupo, diferenca

significativa para P<0,05 (*).

Relagbes peso renal (PR) Grupo 28 dias
e peso corporal (PC)

Grupo 28 dias + Los

Relagdo PRE/PC 0.34+0.01 0.23 +£0.02*
FICT vs 2R1C

Relacdo PRD/PC 0.35+0.01 0.43+0.02*
FICT vs 2R1C

Relagdo PR/PC: 2R1C 0.43+0.02 0.23+0.02*
Rim D vs Rim E

Relagdo PR/PC: FICT 0.35+£0.01 0.34+0.01
Rim D vs Rim E

0.34+0.01 0.15+0.02*

0.35+0.01 0.45+0.01*

0.45+0.01 0.15+0.02*

0.35+0.01 0.34+0.01
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1.2.3. Dosagens hormonais

1.2.3.1. Angiotensinalll

Os animais do grupo 28 dias com clipamento da artéria renal (2R1C),
que receberam veiculo (agua), apresentaram um aumento significativo nas
concentracbes plasmaticas de Ang Il (ng/mL), quando comparados aos seus
respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT); (29,20 + 12,85; n=12 vs 0,64
+ 0,02 ng/ml; n=11). O tratamento com losartan promoveu um aumento ainda
maior nas concentracdes plasmaticas de Ang Il nos grupos 2R1C e FICT apoés
28 dias do procedimento cirdrgico (2R1C+LOS vs FICT+LOS): (92,81 + 28,29;
n=12 vs 31,33 + 8,98 ng/mL; n=12); efeito do clipamento: P<0,05; efeito do

losartan: P<0,05; (Figura 14).
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Figura 14: Concentracdes plasmaticas de angiotensina Il (Ang Il; ng/mL) apés
28 dias de cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) em
ratos que receberam tratamento com veiculo [(AGUA); FICT: n=11; 2R1C:
n=12] ou com losartan (FICT: n=12; 2R1C: n=12). Diferenca significativa para

P<0,05 (*); efeitos do clipamento e do losartan.
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1.2.3.2. Hormo&nio Luteinizante

Os animais do grupo 28 dias com clipamento da artéria renal (2R1C),
que receberam veiculo (agua), apresentaram um aumento significativo nas
concentracbes plasméticas de LH (ng/mL), quando comparados aos seus
respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT); (4,20 + 0,58; n=13 vs 2,70 *
0,21 ng/mL; n=12); efeito do clipamento: P<0,05. O grupo tratado com losartan
ndo apresentou alteracdes nas concentragfes plasmaticas de LH (2R1C+LOS

vs FICT+LOS): (3,87 = 0,50; n=14 vs 2,90 + 0,33 ng/mL; n=13); (Figura 15).

28 DIAS

* 3 FICT
5+ 3 2R1C

LH (ng/mL)
_|

2-

AGUA LOSARTAN

Figura 15: Concentracdes plasmaticas de horménio luteinizante (LH; ng/mL)
apos 28 dias de cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C)
em ratos que receberam tratamento com veiculo [(AGUA); FICT: n=12; 2R1C:
n=13] ou com losartan (FICT: n=13; 2R1C: n=14). Diferenca significativa para

P<0,05 (*); efeito do clipamento.
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1.2.3.3. Testosterona

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C), que
recebeream o tratamento com losartan, apresentaram um aumento significativo
nas concentracdes plasmaticas de testosterona (ng/mL), quando comparados
aos animais 2R1C que receberam tratamento com veiculo (agua); (2R1C+LOS
vs 2R1C+AGUA): (1,35 + 1,01; n=14 vs 0,41 + 0,34 ng/mL, n=9); efeito do

losartan: P<0,05; (Figura 16).
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Figura 16: Concentracfes plasmaticas de testosterona (ng/mL) ap6s 28 dias
de cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) em ratos que
receberam tratamento com veiculo [(AGUA); FICT: n=9; 2R1C: n=9] ou com
losartan (FICT: n=13; 2R1C: n=14). Diferenca significativa para P<0,05 (*);

efeito do losartan.
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1.2.3.4. Prolactina

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C), que
receberam veiculo (Adgua), apresentaram um aumento significativo nas
concentracbes plasmaticas de prolactina (ng/mL), quando comparados aos
seus respectivos controles com cirurgia ficticia (FICT); (4,16 + 0,47; n=13 vs
2,85 £ 0,20 ng/mL; n=12); efeito do clipamento: P<0,05. O grupo tratado com
losartan ndo apresentou alteracbes nas concentracdes plasmaticas de

prolactina (3,79 £ 0,29; n=13 vs 3,26 £ 0,29 ng/mL; n=11); (Figura 17).
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Figura 17: Concentracdes plasméaticas de prolactina (ng/mL) ap6s 28 dias de
cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) em ratos que
receberam tratamento com veiculo [(AGUA); FICT: n=12; 2R1C: n=13] ou com
losartan (FICT: n=11; 2R1C: n=13). Diferenca significativa para P<0,05 (*);

efeito do clipamento.
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1.2.3.5. Corticosterona

N&o houve alteragBes significativas nas concentragbes plasmaticas de
corticosterona (ng/mL) nos grupos com clipamento da artéria renal (2R1C) ou
cirurgia ficticia, tratados com veiculo (dgua); (2R1C vs FICT): (83,17 + 13,87;
n=13 vs 72,75 + 11,62 ng/mL; n=11) ou com losartan (2R1C vs FICT): (104,88

+ 15,95; n=13 vs 100,68 + 12,95 ng/mL; n=13); (Figura 18).
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Figura 18: ConcentragcOes plasmaticas de corticosterona (ng/mL) apés 28 dias
de cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal (2R1C) em ratos que
receberam tratamento com veiculo (AGUA); (FICT: n=11; 2R1C: n=13) ou com

losartan (FICT: n=13; 2R1C: n=13).
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1.2.4. Comportamento Sexual

A Tabela 4 mostra as andlises do comportamento sexual de ratos
submetidos a cirurgia ficticia ou clipamento da artéria renal, que receberam
tratamento com veiculo ou losartan.

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C), que
receberam veiculo (&dgua), apresentaram uma reducdo significativa na
frequéncia das intromissfes (n°), quando comparados aos seus respectivos
controles com cirurgia ficticia (FICT); (4,69 £ 0,62; n=13 vs 8,46 + 0,82; n=13) e
o tratamento com losartan preveniu esta alteragéo (9,5 £ 0,7; n=13 vs 12,2 +
1,1; n=13).

Os animais com 28 dias de 2R1C, que receberam veiculo, apresentaram
um aumento significativo na laténcia das intromissées (s), quando comparados
aos seus respectivos controles (FICT): 65,9 (33,25/121,5) vs 9,5 (6,15/15,45) e
o tratamento com losartan preveniu esta alteracao: 17,5 (12,20/26,80) vs 15,4
(8,51/35,72).

Houve um aumento significativo na laténcia da ejaculacdo (s) dos
animais com 28 dias de 2R1C, que receberam veiculo, quando comparados
aos seus respectivos controles [1303,0 (714,7/1800) vs 351,3 (290,1/652,1)] e
o tratamento com losartan preveniu esta alteragdo [472,3 (292,5/704,8) vs
572,9 (349,3/798,0)].

A porcentagem de animais que apresentaram comportamento de
ejaculacao foi reduzida no grupo com 28 dias de 2R1C, quando comparados
aos seus respectivos controles (69 vs 100) e o tratamento com losartan

preveniu esta alteracao (100 vs 100).
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Tabela 4. Comportamento sexual apds 28 dias de cirurgia ficticia (FICT) ou
clipamento da artéria renal (2R1C) em ratos que receberam tratamento com
veiculo [(Grupo 28 dias); FICT: n=13; 2R1C: n=13] ou com losartan [(Grupo 28
dias + Los); FICT: n=13; 2R1C: n=13]. A frequéncia e a laténcia das
intomissOes foram obtidas em sessdes de observacado nos primeiros 10 min
(600 s) do contato do macho com a fémea. A laténcia da ejaculacdo foi obtida
em sessbes de observacado de 30 min (1800 s), apds a primeira monta com
intromissdo. Para a analise do numero de animais que apresentaram
comportamento de ejaculacéo, os dados foram expressos em porcentagem (%)
e 0S numeros entre parénteses indicam 0s animais que apresentaram
ejaculacdo/numero total de animais do grupo. Em cada grupo, diferenca

significativa em relag&o ao controle (FICT) para P<0,05 (*).
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Comportamento sexual apos 28 dias de cirurgia ficticia ou clipamento da artéria

renal em ratos que receberam tratamento com veiculo ou losartan.

Parametros Grupo 28 dias Grupo 28 dias + Los
Comportamentais FICT 2R1C FICT OR1C
Frequéncia de intromissao 8.5+£0.8 4.7 £ 0.6* 122+1.1 95+£0.7

(n°/600 s)
9.5 65.90* 15.4 17.5

Laténcia de intromisséao (s)

Laténcia de ejaculacéo

Ratos que apresentaram
comportamento de
ejaculacao (%)

(6.15/15.45) (33.25/121.5)

351.3 1303*
(290.1/652.1) (714.7/1800)

100 (13/13) 69 (9/13)*

(8.51/35.72)  (12.20/26.80)

572.9
(349.3/798.0)

472.3
(292.5/704.8)

100 (13/13) 100 (13/13)
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1.2.5. Espermatogénese

1.2.5.1. Quociente de Espermétides (QE)

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C), que
receberam veiculo (Agua), apresentaram uma reducao significativa no QE (n° x
10°), quando comparados aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia
(FICT); (164,6 + 6,2 x 10% n=10 vs 214,2 + 7,7 x 10% n=10); efeito do
clipamento: P<0,05. O grupo tratado com losartan ndo apresentou alteracdes

no QE (2R1C vs FICT): (188,4 + 11,0 x 10% n=10 vs 211,8 + 9,0 x 10°% n=10);

(Figura 19).
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Figura 19: Quociente de espermatides (n° de espermatides/testiculo; n° x 10°)
de ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou clipamento da artéria renal
(2R1C), que receteram tratamento com veiculo [(AGUA); FICT: n=10; 2R1C,
n=10] ou losartan (FICT: n=10; 2R1C: n=10). Diferenca significativa para

P<0,05 (*);efeito do clipamento.
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1.2.5.2. Transito Epididiméario Total (TE)

Os animais com 28 dias de clipamento da artéria renal (2R1C), que
receberam veiculo (dgua), apresentaram um aumento significativo no TE (n° de
dias), quando comparados aos seus respectivos controles com cirurgia ficticia
(FICT); (11,1 = 0,3 dias; n=10 vs 6,8 + 0,5 dias; n=10) e o tratamento com
losartan preveniu o aumento no TE dos animais 2R1C (7,17 £ 0,5 dias; n=10 vs
7,13 + 0,4 dias; n=10); efeito do clipamento: P<0,05; efeito do losartan: P<0,05;

interacéo: P<0,05; (Figura 20).
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Figura 20: Transito epididimario total (TE; n° de dias para maturacdo dos
espermatozoides) de ratos submetidos a cirurgia ficticia (FICT) ou ao
clipamento da artéria renal (2R1C) tratados com veiculo [(AGUA); FICT: n=10;
2R1C, n=10] ou com losartan (FICT: n=10; 2R1C: n=10). Diferenca significativa

para P<0,05 (*); efeito do clipamento, efeito do losartan e interagéo.
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VI- DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que a hipertenséo arterial e a
reducdo na funcao reprodutiva dos ratos submetidos ao clipamento unilateral
da artéria renal (modelo 2R1C) iniciam precocemente. Os ratos dos quatro
grupos analisados, aos 7, 14, 21 e 28 dias de clipamento, apresentaram um
aumento cronologicamente progressivo nas concentracdes plasméaticas de Ang
Il e uma resposta hipertensora, que se manteve constante nos diferentes
tempos analisados. As demais analises das dosagens hormonais mostram que
o emprego do modelo 2R1C promoveu reducao nas concentracdes plasmaticas
de LH somente no grupo com 7 dias de clipamento e elevacdo nas
concentracbes deste horménio aos 21 e 28 dias apos o clipamento. As
concentracfes plasmaticas de prolactina aumentaram nos animais clipados por
14, 21 e 28 dias. Além disso, ocorreu diminuicdo nas concentracdes
plasmaticas de testosterona apos 28 dias de clipamento. Por outro lado, ndo
houve alteracdes nas concentracdes plasméaticas de corticosterona dos animais
submetidos ao clipamento. Todos os animais clipados manifestaram inibicéo de
um ou mais parametros do comportamento sexual, ocorrendo maior
comprometimento desta fungcdo com o avanco temporal da hipertensdo. As
analises do quociente de espermatides e do transito epididimario revelam um
comprometimento da espermatogénese nos grupos com 21 e 28 dias de

clipamento.
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O tratamento com losartan, um antagonista dos receptores AT1,
normalizou a pressao arterial e preveniu as alteragdes da prolactina, do LH, do
comportamento sexual e da espermatogénese de ratos clipados por 28 dias.
Somado a isso, 0 losartan ocasionou uma elevacdo nas concentracdes
plasmaticas de testosterona no grupo clipado e produziu um aumento na Ang |l
circulante nos grupos controle e clipado por 28 dias, que receberam o

antagonista.

1. Acdes da angiotensina Il na origem e manutencéo da hipertensao
arterial no modelo 2R1C

A reducdo na pressao de perfusao renal pés-estenética no modelo 2R1C
estimula a liberagéao de renina, a qual induz ao aumento na formacéao de Ang |l
resultando em elevacgao da pressao arterial (Pickering, 1989). Essas evidéncias
foram confirmadas no nosso estudo, pois mostramos que 0S ratos com
hipertensdo de origem renovascular apresentam elevagdo nas concentragdes
plasmaticas de Ang Il. As analises de cada grupo evidenciaram que as
concentracdes circulantes de Ang Il aumentam progressivamente com o maior
tempo de clipamento, apresentando elevacfes de 102% aos 7 dias, 131% aos
14 dias, 329% aos 21 dias e 4392% aos 28 dias ap0s o clipamento. Esses
aumentos na Ang |l circulante caracterizam a primeira fase da hipertenséo
renovascular 2R1C, a qual é mais dependente do aumento na atividade da
renina plasmatica, induzindo a elevagdes na Ang Il periférica (Guan et al., 1992;
Nishimura et al., 1992). Dados prévios da literatura tém registrado a
participacdo da Ang Il de origem central e periférica na génese da hipertensao

nesse modelo (Mann et al., 1978; DeForrest et al., 1982; Morishita et al., 1993),
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sendo identificado elevagdes nas concentracdes de Ang ll, principalmente, na
circulagdo sanguinea e no tecido renal, como também no encéfalo de ratos
hipertensos (Mann et al., 1978; Guan et al., 1992; Nishimura et al., 1992).
Nesse sentido, estudos clinicos relatam um aumento na atividade da renina
plasmatica e nas concentragcbes de Ang Il circulante em pacientes com
hipertensdo de origem renovascular (Sanchez Torres et al., 1976; Textor &
Wilcox, 2001; Garovic & Textor, 2005; Hackam et al., 2007), uma patologia em
humanos anéloga a desencadeada pelo modelo 2R1C em roedores. Cabe
destacar que pacientes com hipertensdo essencial igualmente apresentam
elevacdes nas concentracdes plasméticas de Ang Il (Volpe et al., 2002;
Ferrario, 2006).

Nossos resultados também mostram um aumento na PAS dos animais
clipados, sendo que a resposta hipertensora permaneceu praticamente
inalterada, independente do tempo de clipamento, apresentando elevacfes de
44% aos 7 dias, 38% aos 14 dias, 46% aos 21 dias e 44% aos 28 dias apds o
clipamento. Observamos, assim, que a elevacdo da PAS ndo acompanha o
aumento progressivo nas concentracdes plasmaticas de Ang |l com o maior
tempo de clipamento. Estes dados concordam com registros recentes da
literatura evidenciando que camundongos submetidos ao modelo 2R1C
apresentam aumento da PAS, que é mantido nos mesmos niveis pressoricos
durante 1, 2, 5 e 11 semanas apo6s o clipamento (Cheng et al., 2009). Outros
estudos mostram um aumento progressivo da PAS até o 18° dia e uma
estabilizacdo da resposta hipertensora entre os 18° e 25° dia ap0s o clipamento

da artéria renal (Guan et al., 1992). E provavel que fatores como as
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modificagdes na ativagdo do SNS no modelo 2R1C interfiram na estabilidade
da resposta hipertensora.

Estudos clinicos e experimentais identificaram que a estenose da artéria
renal promove ativagdo do SNS (Petersson et al., 2002), além do estimulo do
SRA, induzindo a elevagdo da pressao arterial (Hackam et al., 2007). A
simpato-excitagdo também é encontrada em pacientes com hipertensédo
essencial (Fisher & Fadel, 2010) e hipertensdo secundaria (Neumann et al.,
2007), como na doenca renal crbnica. O aumento na atividade simpatica é,
provavelmente, mediado por disturbios dos sinais aferentes do rim sub-
perfundido e/ou por aumento do estimulo nervoso em presenca da Ang Il e ele
contribui para patogénese e manutencado da hipertensao (Mancia et al., 1999;
Grisk & Rettig, 2004).

Importante destacar que 0s aumentos sustentados de Ang Il e
aldosterona levam ao remodelamento vascular e miocardico, a disfuncao
endotelial, resposta inflamatéria, deposicéo de colageno e ativacéo plaquetéria,
devido aos efeitos da lesdo hipertensiva e ativacdo de vias pré-fibréticas e
aterosclerotica (Border & Nobel, 1998), alteracbes essas mediadas,
principalmente, pelos receptores AT1 (Ferrario, 2006). No rim estendtico é
comum ocorrer glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial e, no coracéo, a
ativacdo da Ang Il tem sido associada a hipertrofia ventricular esquerda,
deposicao de colageno e fibrose do miocardio (Border & Nobel, 1998; Tomita et
al., 1998).

Nesse sentido, nossos resultados mostram uma reducao no peso do rim
estendtico e um aumento no peso do rim contralateral nos diferentes tempos de

hipertensédo analisados, corroborando dados prévios na literatura (Breigeron et
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al., 2007; Cheng et al., 2009). Estudo recente em camundongos submetidos ao
modelo 2R1C identificou uma reducédo progressiva no tamanho do rim
homolateral a artérial renal clipada apdés a segunda semana da intervencao
cirirgica e, dentre as alterac6es histopatolégicas no rim estenético, houve
fibrose intersticial progressiva, atrofia tubular, inflamagéo intersticial, além de
uma resposta proliferativa de células epiteliais tubulares (Cheng et al., 2009).
Esse mesmo trabalho evidenciou crescimento celular e aumento de volume do
rim contralateral, podendo-se sugerir um mecanismo compensatorio pela perda

funcional do rim clipado.

2. Participacdo da angiotensina Il na modulacdo da funcéo
reprodutiva de ratos 2R1C

Dados clinicos e experimentais tém mostrado uma associacdo entre
hipertensdo e aumento da incidéncia de disfuncéo sexual (Croog et al., 1988;
Keaton & Clark, 1998; Jensen et al., 1999; Sesayama et al., 2003). Os
resultados do presente estudo corroboram esses achados, pois ratos
hipertensos, apés 7 dias de clipamento, jA apresentam algum
comprometimento no comportamento sexual inferido pela reducdo na
frequéncia das intromissbes. Observamos que 0 aumento do tempo de
hipertensdo, e ndo uma elevacdo adicional de pressao sistélica, agravou o
dano aos parametros do comportamento sexual analisados, ja que ratos
hipertensos, apds 14, 21 e 28 dias de clipamento, exibem maiores laténcias de
intromisséo e de ejaculacao, além da reducédo na frequéncia das intromissoes.
Dentre esses parametros comportamentais, pode-se considerar a laténcia de

intromiss&@o como indicador tanto da motivacédo sexual como da funcgéo erétil, ja
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a frequéncia de intromissdes e a capacidade ejaculatdria possuem correlacdo
direta com a integridade da fungéo erétil do rato (Keaton & Clark, 1998; Chan et
al., 1999).

De fato, trabalhos prévios na literatura mostram a participacéo da Ang Il e
dos receptores AT1 na modulacdo do comportamento sexual de machos
hipertensos (Keaton & Clark, 1998; Chan et al., 1999). No presente estudo,
observamos que as concentragdes plasmaticas de Ang Il estdo elevadas 7 dias
apos a aplicacdo do modelo 2R1C e, neste periodo, ja ocorre uma reducao na
frequéncia das intromissdes. Esta alteracdo se repete nos outros tempos de
clampeamento, indicando um dano precoce na funcdo erétil desses ratos.
Somado a isso, nossa andlise temporal premitiu verificar que as concentracées
plasmaticas de Ang Il e a disfuncdo sexual aumentam com o maior tempo de
clipamento, pois 0 nimero de animais que ndo apresentaram comportamento
de ejaculacdo aumentou progressivamente com o tempo de hipertensao.
Identificando-se, assim, uma associacdo entre 0s niveis crescentes de Ang Il e
o agravamento do dano a funcdo erétil dos ratos hipertensos, além do
comprometimento da motivacdo sexual. Estudo prévio do nosso laboratério
reportou que injecdes de Ang Il na AMe inibe o comportamento sexual de ratos,
sendo este efeito prevenido pelo bloqueio dos receptores AT1 ou AT2
(Breigeron et al., 2002). Outros dados evidenciaram que ratos submetidos ao
modelo 2R1C possuem um grande comprometimento do comportamento
sexual aos 28 dias ap6s o clipamento (Breigeron et al., 2007). Além disso, a
imunorreatividade a Ang Il e expressao de seus receptores AT1 e/ou AT2 estao
presentes em diversas areas centrais responsaveis pelo processamento do

comportamento sexual, como a APOM e a AMe (Tsutsumi & Saavedra, 1991;
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Reagan et al., 1994; Lenkei et al., 1997; Von Bohlen und Halbach & Albrecht,
1998), fortalecendo as evidéncias da participacdo da Ang Il na modulacdo
desse circuito neural (Ganong, 1995; Breigeron et al., 2002).

Uma das possibilidades que pode ser sugerida a partir dos resultados do
nosso estudo é a de que altas concentragdes de Ang Il agem centralmente em
areas envolvidas no processamento de respostas motoras, como o trato
nigroestriatal, e em regides que controlam comportamentos motivados,
incluindo a copula, como a APOM e o sistema mesolimbico (Hull et al., 2004;
2007). Nesse sentido, trabalhos mostram que a administragéo central de Ang |l
previamente ao contato sexual do macho com a fémea, promove reducéo do
comportamento copulatério do rato (Clark, 1988). Este resultado foi confirmado
em um estudo posterior referindo que a infusédo central de Ang Il causa
aumento da PAS e da ingestdo de 4gua, bem como injuria do comportamento
sexual, sendo essas alteragOes prevenidas pelo blogueio dos receptores AT1

via sistémica (Keaton & Clark, 1998).

3. Participagédo da testosterona na modulagéo da funcao reprodutiva
de ratos 2R1C

A testosterona esta envolvida na regulacdo do comportamento sexual
(Beach & Holz-Tucker, 1949), uma vez que a castracdo de ratos potentes
sexualmente inibe a ejaculacdo, ja a reposicdo exdgena deste hormdnio
restaura o comportamento ejaculatorio (Clark et al., 1995). InvestigacOes
clinicas indicam que homens hipertensos apresentam uma correlacdo entre
reducdo da atividade sexual e decréscimo dos niveis plasmaticos de

testosterona, havendo uma relacao inversa deste horménio com o aumento da
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PAS (Fogari et al., 2002). Confirmando esses dados da literatura, nossos
resultados mostram que os animais hipertensos apos 28 dias de clipamento
apresentam uma reducdo na testosterona circulante, quando comparados aos
seus respectivos controles com cirurgia ficticia, € um maior comprometimento
da funcdo ejaculatoria em relacdo aos outros grupos clipados, sugerindo-se
que a reducdo deste hormoénio contribui para o dano da funcdo sexual. Cabe
notar que os animais com 21 dias de clipamento também apresentam uma
tendéncia de reducédo das concentragfes de testosterona, o que pode estar
contribuindo para o prejuizo da funcao erétil deste grupo. Nesse sentido, varios
trabalhos indicam que a terapia com alguns anti-hipertensivos como os (-
blogueadores causa reducdo nos niveis de testosterona e agravamento da
disfuncao sexual (Suzuki et al., 1988; Fogari et al., 2002).

Estudos em ratos e camundongos evidenciam que o0 sistema
dopaminérgico € dependente da testosterona para estimular o comportamento
sexual (Scaletta & Hull, 1990; Szczypka et al., 1998). Trabalhos farmacolégicos
mostram que a dopamina facilita a atividade copulatéria em ratos (Tagliamonte
et al., 1974; Hull et al., 1986; Warner et al., 1991). Além disso, a testosterona
regula os niveis de dopamina na APOM, principal local de integracdo das
respostas do comportamento sexual. Dados mostram que as concentracdes
extracelulares de dopamina na APOM, em condi¢cdes basais ou sob estimulo
pela presenca de uma fémea, sao reduzidas apods a castracéo de ratos, quando
comparados aos animais intactos (Du et al., 1998). Essa reducdo na
concentracdo extracelular de dopamina na APOM, perante auséncia de
testosterona, parece ocorrer pela liberacdo inadequada de dopamina e nao

devido ao decréscimo na sintese deste neurotransmissor (Du et al., 1998).
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Também é importante considerar que a presenca de testosterona aumenta a
sintese de oOxido nitrico na APOM, o qual estimula a liberacdo de dopamina

facilitando o comportamento copulatério (Hull et al., 2004).

4. Participagdo do horménio luteinizante na modulagdo da fungéo
reprodutiva de ratos 2R1C

Nossos resultados evidenciam que 0s animais hipertensos com 7 dias de
clipamento apresentam uma reducdo nas concentracfes plasmaticas de LH,
seguido de um aumento nas concentragdes deste hormonio aos 21 e 28 dias
apos o clipamento. A reducéo inicial de LH observada neste estudo é causada,
provavelmente, pela acdo central da Ang Il inibindo a sintese de LH, ja que
microinjec¢des intra-ventriculares de Ang Il em ratos machos ou em ratas
ovariectomizadas sem reposi¢do dos esterdides ovarianos parecem reduzir 0s
niveis plasméaticos de LH (Ganong, 1995). Sugerimos que a Ang Il circulante,
com elevacdo ndo muito pronunciada, como a que ocorre aos 7 dias de
clipamento, age centralmente reduzindo os niveis de LH.

Por outro lado, dados da literatura mostram que microinje¢des de Ang |l
na APOM causam aumento nas concentracdes plasmaticas de LH em ratas em
proestro ou ovariectomizadas com reposicdo dos hormoénios ovarianos
(Dornelles & Franci, 1998). Também existem evidéncias de que a a¢éo central
da Ang Il estimula a secrecdo de GnRH (Steele, 1992; Ganong, 1993) e que
isso se deve ao aumento da liberacdo de noradrenalina na porcdo anterior do
hipotalamo. Uma hipétese é que a Ang Il agiria pré-sinapticamente sobre
neurdnios noradrenérgicos que enviam projecdes ascendentes para APOM

facilitando a liberacdo de noradrenalina, que por sua vez estimula secrecao de
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GnRH nos vasos do sistema porta-hipofisial (Ganong, 1995) e,
consequentemente, aumentaria a sintese de LH. Além disso, ha evidéncias da
localizagdo de neurdnios contendo GnRH (McEwen, 1978) e de receptores
para Ang Il (Tsutsumi & Saavedra, 1991) na APOM, bem como um aumento na
frequéncia de descarga neuronal nesta area sob presenca de Ang Il (Gronan &
York, 1978). Nessa dire¢do, nosso trabalho mostra que ratos com hipertenséo
renovascular possuem altas concentracdes plasméticas de LH aos 21 e 28 dias
apos o clipamento, quando os niveis de Ang Il estdo mais elevados. Assim, &
provavel que, em situacbes de concentracbes plasmaticas de Ang Il muito
elevadas, decorrente da isquemia renal, a acdo da Ang Il centralmente estimule
a secrecdo de GnRH, via neurbnios noradrenérgicos e/ou pela ativacdo dos
receptores de Ang Il nos neurdnios que contém GnRH, aumentando as
concentracbes plasmaticas de LH. Desse modo, a acdo central da Ang Il
caracterizaria uma dualidade de efeitos dependente de concentracdo deste
peptideo.

Além disso, € importante considerar a acdo periférica da Ang Il sobre as
funcdes do LH e a sintese de testosterona. Estudos in vitro evidenciam uma
acao local da Ang Il em inibir a capacidade do LH para estimular a producao de
testosterona nas células de Leydig de ratos adultos (Khanum & Dufau, 1988).
Esses dados indicam que a Ang Il estd envolvida no mecanismo de
retroalimentacdo entre o LH e a producdo de testosterona. Sugere-se que as
concentracdes elevadas de Ang Il circulante nos ratos hipertensos inibem a rota
do AMPc nas células de Leydig, reduzindo a capacidade de ligacdo do LH aos
seus respectivos receptores (Khanum & Dufau, 1988) e, consequentemente, a

sintese de testosterona. Nesse sentido, nosso estudo mostra que, apesar do
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aumento nos niveis plasmaticos de LH aos 21 e 28 dias apds o clipamento,
ocorre uma tendéncia de reducdo nos niveis de testosterona aos 21 dias de
hipertensdo e uma reducéo efetiva nas concentragbes deste horménio aos 28
dias de clipamento devido a provavel incapacidade do LH em estimular as
células de Leydig a sintetizar testosterona na presenca de altas concentracdes

de Ang |l.

5. Participacdo da prolactina na modulagédo da funcéo reprodutiva
de ratos 2R1C

Dados clinicos e de experimentacdo animal revelam que a prolactina
esta implicada na regulacdo da funcéo reprodutiva (revisdo: Drago, 1984;
Drago & Lissandrello, 2000; Gill-Sharma, 2009). A expresséo de receptores de
prolactina em regides como a area pré-optica e o nucleo arqueado confirmam
as evidéncias da participacao da prolactina na reproducéo (Kokay et al., 2011).
O aumento agudo nas concentracdes de prolactina tem sido considerado um
fator facilitador ou, pelo menos, nédo prejudicial da funcdo sexual (Drago et al.,
1981; Krlger et al., 2003), sugerindo-se uma associacdo com o estimulo do
sistema dopaminérgico na APOM, sistema mesolimbico e trato nigroestriatal
nesse processo (Hull et al., 2004). Por outro lado, a hiperprolactinemia cronica
esta relacionada com a disfuncédo sexual em humanos e roedores (Doherty et
al., 1986; Cruz-Casallas et al., 1999; Buvat, 2003; Knegtering et al., 2003), pois
o estimulo prolongado da transmissdo dopaminérgica central pode causar
hiposensibilidade ou down regulation do sistema receptor de dopamina

(Mohankumar et al., 1997), causando dano a funcao sexual.
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Dados recentes do nosso laborat6rio mostraram uma associacao entre o
aumento nas concentracbes plasmaticas de prolactina, reducdo nas
concentracbes circulantes de testosterona e o comprometimento da funcao
reprodutiva de ratos apds 28 dias de hipertensdo renovascular, sugerindo,
também, a participacdo da Ang Il nesse processo (Breigeron et al., 2007).

A Ang Il é um importante regulador da secrecdo de prolactina
apresentando uma dualidade de efeitos. Na hipdéfise anterior, a Ang Il € um
potente estimulador da liberacdo de prolactina pelo lactotrofo (Aguilera et al.,
1982; Steele e cols., 1981), enquanto no SNC, por meio do nudcleo arqueado, a
Ang Il exerce um efeito inibitério sobre a liberacdo desse hormdénio (Steele et
al., 1982; Jhoren et al., 1997; Donadio et al., 2004). O efeito inibitorio da Ang Il
sobre a secrecdo de prolactina € mediado por um aumento da liberacdo de
dopamina no sistema porta-hipofisario, envolvendo a acao excitatéria da Ang |l
sobre os neurdnios do sistema tuberoinfundibular (Steele et al., 1982). As
acOes da Ang I, tanto na hipéfise quanto no nacleo arqueado, sdo mediadas
pelos receptores AT1 (Aguilera et al., 1982; Joren et al., 1997; Donadio et al.,
2004; Seltzer et al., 1993).

No presente trabalho, houve um aumento nas concentragdes
plasmaticas de prolactina nos animais hipertensos pertencentes aos grupos 14,
21 e 28 dias de clipamento. Nesses grupos também ocorreu uma elevacéo
progressiva, cronologicamente, nas concentragdes plasmaticas de Ang Il e um
maior comprometimento do comportamento sexual, reforcando a acdo Ang Il e
da hiperprolactinemia na inibicdo da funcdo sexual. Sugerimos que o efeito da

Ang Il sobre os receptores AT1 localizados nos lactotrofos da hipofise anterior
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tenha promovido o aumento crbnico nas concentracdes plasmaticas de

prolactina, contribuindo para a disfuncdo sexual observada.

6. Participagcao da corticosterona na fungéo reprodutiva de ratos

O CRH, um regulador fisiologico do eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal, é
sintetizado principalmente no PVN, atua nos corticotrofos da hipofise anterior
promovendo a liberagdo de ACTH e produz, como produto final, a secrecdo de
corticosterona pelas adrenais de roedores (Carrasco & Van de Kar, 2003). A
presenca de CRH no hipotalamo e em outras regifes encefalicas sugere sua
participacdo simultdnea na regulacdo de respostas circulatorias e
comportamentais, que sao adaptativas, especialmente em situacdes de
estresse (Emeric-Sauval, 1986). Além disso, o CRH tem importante acdo
central anti-reprodutiva (Sirinathsinghji et al., 1983; Rivier et al., 1996),
reduzindo o comportamento sexual em ratos (Emeric-Sauval, 1986), e
influéncia regulatéria inibitéria sobre a funcao testicular (Ulisse et al., 1990;
Dufau et al., 1993). Nos testiculos, a agcdo do CRH nas células de Leydig inibe
as vias de sinalizacdo e geracdo de AMPc induzida por LH, reduzindo,
consequentemente, a esteroidogénese (Dufau et al., 1989; Fabbri et al., 1990).
Também ha registros que a exposicao pré-natal de ratos a corticosterona reduz
0 comportamento sexual do macho adulto, bem como as concentragdes de
testosterona (Oliveira et al., 2011).

Esta estabelecido que a Ang Il induz a secrecdo de CRH, ACTH e
corticosterona (Rivier & Vale, 1983; Emeric-Sauval, 1986; Sumitomo et al.,
1991). No PVN, os receptores AT1 estdo envolvidos na expressdao de RNAmM

para CRH durante o estresse (Jezova et al., 1998). Nessa direcdo, existe
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registro na literatura evidenciando aumento nas concentracdes plasméticas de
corticosterona em ratos com hipertensdo renovascular (Zamir et al., 1983).
Outros dados revelam que ratos tratados sistemicamente com angiotensina
exdgena por 4 semanas ndo possuem niveis basais de corticosterona
alterados, mas apresentam aumento da expressdo de RNAm para os
receptores AT1 nas glandulas supra-renais, indicando uma sensibilizagado das
adrenais para a Ang Il, o que contribuiria para estimulacdo do eixo HHA em
condi¢cbes especiais como o estresse (Muller et al., 2007). Em contrapartida, a
corticosterona também parece potencializar a acdo da Ang Il no SNC de ratos
(Scheuer & Bechtold, 2001). No entanto, nossos dados revelam que os animais
clipados nado possuem alteracbes nas concentracbes circulantes de
corticosterona, apesar dos aumentos da Ang Il. Estes resultados estdo de
acordo com alguns estudos clinicos que revelam excrecdo urinaria de cortisol
inalteradas em individuos hipertensos, quando comparados aos normotensos
(Heaney et al., 1995). Embora outros dados clinicos indicam aumento no
cortisol salivar em hipertensos (Nyklicek et al., 2005). Os resultados do nosso
trabalho sugerem que algum mecanismo compensatorio seja ativado em
situacdes de Ang Il cirulante elevada, prevenindo o aumento nas concentragoes
plasmaticas de corticosterona em animais clipados. Especula-se que a Ang |l
estimule o PVN a sintetizar CRH, mas o0s consequentes aumentos nas
concentracbes de corticosterona seriam prevenidos pela ativacdo de vias do
feedback inibitério sobre o eixo HPA, as quais possuem receptores para Ang Il
como o hipocampo (Von Bohlen und Halbach & Albrecht, 1998ab), inibindo o

aumento de corticosterona. De fato, estudo recente indentificou a acdo do SRA
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sobre o hipocampo de ratos hipertensos na mediagcédo de respostas cognitivas

(Pelisch et al., 2011).

7. Inibicdo da Espermatogénese de ratos 2R1C

Estudos anteriores do nosso laboratério identificaram que ratos com 28
dias de clipamento apresentam comprometimento da espermatogénese. Esses
dados foram confirmados no nosso trabalho e, somado a isso, identificamos
gue o dano ao processo espermatogénico inicia mais precocemente, aos 21
dias apos o clipamento.

A espermatogénese é controlada hierarquicamente pela integracdo de
diversos sistemas de regulacdo (Verhoeven et al.,, 2010). As células
germinativas passam por uma rigorosa sequéncia de etapas de proliferacdo e
diferenciacdo para culminar na formacdo dos espermatozoides (Franca et al.,
1998; Brinster et al.,, 2002). No entanto, a conclusdo bem sucedida desse
processo depende de uma sucessédo de etapas controladas, em ultima analise,
pelo sistema enddcrino, particularmente, pelo LH e FSH (McLachlan et al.,
2002; Abel et al., 2008).

A producdo de espermatozoéides, ou fertilidade, e a secrecdo de
testosterona, ou virilidade, ocorrem sob estimulo das gonadotrofinas
hipofisiarias (do FSH e LH). A testosterona é essencial para iniciagcdo e
manutencdo da espermatogénese, sendo secretada pelas células de Leydig
sob estimulo do LH. A testosterona atua via receptores androgénicos nas
células somaticas de Sertoli, Leydig e peritubulares. O FSH atua em receptores
especificos, acoplados a proteina G, localizados exclusivamente nas células de

Sertoli. O FSH tem papel chave no desenvolvimento dos testiculos imaturos,
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particularmente controlando a proliferagdo de células de Sertoli (McLachlan et
al., 2002; Orth, 1993). Apesar de alguns dados conflitantes, com modelos
animais e em humanos, existe consenso que algum grau de espermatogénese
completa pode ser mantido na aparente auséncia de FSH. No entanto, a
espermatogénese quantitativamente normal em homens e macacos adultos é
dependente de FSH. A secrecdo de FSH é regulada pelo feedback negativo do
hormonio testicular, inibina B, e através de testosterona, principalmente através
da sua aromatizacéo para estradiol (Hayes et al., 2001). Nesse sentido, dados
precedentes do nosso laboratério evidenciaram uma redugdo nas
concentracfes plasméticas de FSH em ratos com 28 dias de hipertensdo de
origem renovascular e comprometimento da espermatogénese (Breigeiron et
al., 2007).

Além disso, h& evidéncias de que a Ang Il regule a funcdo gonadal.
Sabe-se que a contracdo dos tubulos seminiferos é um importante requisito
para eficiente regulacdo da espermatogénese e emissdo espermatica testicular
e, nessa direcdo, estudos in vitro identificaram que a Ang ll, através dos
receptores AT1, induz o aumento no calcio intracelular, crescimento e
contracdo das células midides peritubulares. Sugerindo-se, entdo, o
envolvimento da Ang Il na regulacdo paracrina da funcdo dos tubulos
seminiferos (Rossi et al., 2002), além de sua acéo inibitéria sobre as células de
Leydig, reduzindo a sintese de testosterona (Khanum & Dufau, 1988). Somado
a isso, a ativacao dos receptores androgénicos localizados nas células midides
indica ser essencial para espermatogénese e funcéo testicular normais (Welsh

et al., 2009).
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Os aumentos nas concentragfes plasmaticas de prolactina aos 14, 21 e
28 dias apos o clipamento, provavelmente devido a acéo estimulatéria da Ang |l
sobre a hipdfise (Steele & Myers, 1990), também podem estar associados ao
dano da espermatogénese. A prolactina controla a funcéo testicular por dois
caminhos, atuando na hipoéfise, onde inibe a sintese de LH e FSH (Bartke et al.,
1977) e por agéo nos testiculos, modulando a formacéo de testosterona iduzida
pelo LH (Zipf et al., 1978). A participacdo da prolactina na espermatogénese é
sugerida pelas evidéncias da expressao génica de prolactina nas células de
Leydig e em espermatogdnias (Ishida et al., 2010). Além disso, dados mostram
a existéncia de receptores de prolactina na células de Sertoli de ratos
(Guillaumot & Benahamed, 1999). De fato, estudos recentes em camundongos
apontam para participacdo da prolactina testicular tanto no processo
espermiogénico, quanto no espermatogénico (Ishida et al., 2010). Outros dados
indicam que a hiperprolactinemia em ratos causa alteragcdes no processo de
condensacdo da cromatina durante a espermiogénese, o que leva a queda na
qualidade dos espermatozoides determinando infertilidade (Gill-Sharma, 2009).
No nosso trabalho, sugerimos que o0 aumento na concentracao plasmética de
prolactina possa contribuir ao dano da espermatogénese por atrasar a
maturacdo das espermatides.

No declinio da espermatogénese em ratos hipertensos, também é
importante considerar a participacdo do dano vascular nesse processo. Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam grande redu¢do no numero
de espermatides maduras e imaturas, diminuicdo da concentracdo do citosol
testicular e regresso funcional das células de Sertoli, sugerindo-se a

associacdo desse declinio funcional com as modificacdes estruturais das
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arteriolas testiculares decorrentes da hipertensao (Itoh et al., 1995; Akagashi et

al., 1997).

8. Efeitos do antagonismo dos receptores ATl sobre a fungéo
reprodutiva de ratos 2R1C

Neste estudo, os animais clipados ou com cirurgia ficticia por 28 dias,
que receberam o tratamento com losartan, apresentaram um aumento nas
concentragbes plasmaticas de Ang Il. Além disso, o losartan preveniu o
aumento na PAS dos ratos pertencentes ao grupo clipado. Esse dado
corrobora achados da literatura que indicam uma normalizacdo da pressao
arterial e um aumento nas concentracgdes circulantes de renina e de Ang Il em
pacientes hipertensos, recebendo tratamento com antagonista dos receptores
AT1 (Christen et al., 1991; Munafo, 1992; Tsunoda et al., 1993; Pals, 1993).
Além disso, o tratamento com losartan, previamente a injecao de anogiotensina
exdgena em individuos normotensos, previne o aumento na pressao arterial
(Christen et al.,1991; Mazzolai et al., 1999). Estudos clinicos em individuos
normotensos, igualmente evidenciam aumento nas concentragdes plasmaticas
de renina e de Ang Il apGs o recebimento de antagonistas dos receptores AT1
(Mezzolai et al., 1999). As elevacBes nas concentracfes plasmaticas de Ang |l
em normotensos e hipertensos que receberam tratamento com antagonista
AT1 indicam a maior disponibilidade de Ang Il circulante, a qual ndo consegue
se ligar aos receptores AT1 blogueados. Somado a isso, 0 antagonismo dos
receptores AT1 interrompe o feedback negativo da Ang Il sobre as células
granulares secretoras de renina, levando ao aumento reativo na atividade da

renina plasmatica e nas concentragfes circulantes de Ang Il. Desse modo, as
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concentragfes plasmaticas de renina e Ang Il sdo usadas como marcadores
indiretos do grau de bloqueio dos receptores AT1 (Christen et al., 1991,
Mazzolai et al., 1999).

Ha evidéncias sugerindo que os receptores AT1, principalmente do
RVLM e PVN, estdo envolvidos no aumento do reflexo cardiaco simpatico
aferente de ratos com hipertenséo renovascular (Campos et al., 2011), ja que a
administracdo central de losartan normaliza o reflexo cardiaco simpéatico
aferente e reduz a atividade do nervo simpatico renal, diminuindo a pressao
arterial média (Zhu et al., 2009).

No nosso trabalho, mostramos que o tratamento sistémico com losartan
reverteu o dano ao comportamento sexual dos ratos com 28 dias de
hipertensdo. Considerando-se que o losartan ultrapassa a barreira hemato-
encefalica (Song et al., 1991b; Tedesco et al., 1999), é provavel a ocorréncia
do bloqueio dos receptores AT1 centralmente, inibindo a acdo das altas
concentracfes de Ang Il em &reas implicadas na mediacdo do comportamento
sexual como APOM (Hurtazo et al.,, 2008) e AMe (Kondo & Arai, 1995),
promovendo um efeito favoravel sobre a funcdo sexual. Nossos resultados
corroboram dados em que ratos SHR tratados com losartan também
apresentam uma melhora do comportamento sexual, quando comparados ao
grupo que néo recebeu esse tratamento (Chan et al., 1999).

E importante considerar que a patogénese da disfuncdo sexual
associada a hipertensdo pode ser multifatorial. O aumento da pressao arterial
esta vinculado a alteragGes funcionais e estruturais nas paredes dos vasos
sanguineos. A disfuncdo endotelial pode causar disfuncdo erétil, porque o

endotélio vascular desempenha papel central no controle do ténus vascular
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(Kochar et al., 1999). Assim, o dano a funcao arterial peniana ocorre em muitos
pacientes hipertensos (Muller et al., 1991). Também estudos sugerem que
ratos hipertensos apresentam um aumento da atividade simpatica na uretra e
prostada, o que pode ter relagdo com a disfuncéo erétil (Tong et al., 1996). A
injecdo de Ang Il no corpo cavernoso de cdes causa contracdo do musculo liso
local e cessa a erecao espontanea, enquanto a administracdo de losartan
resulta em relaxamento do musculo liso local e erecao (Kifor et al., 1997),
sugerindo-se a participacédo da Ang Il, mediada pelos receptores AT1, como um
importante  modulador da funcdo erétil. Este mesmo estudo identificou
imunorreatividade & Ang Il no endotélio dos vasos sanguineos e no musculo
liso dos corpos cavernosos de humanos. De fato, o uso terapéutico de
antagonistas dos receptores AT1 por pacientes hipertensos tem sido vinculado
a melhora da atividade sexual (Della Chiesa et al., 2003). O efeito benéfico dos
bloqueadores dos receptores AT1 pode ser justificado pelas evidéncias da
literatura sugerindo que a inibicdo dos receptores AT1 estimularia a desinibicao
dos receptores AT2, potencializando a ligagdo da Ang Il a estes receptores com
o desencadeamento de seus efeitos positivos sobre a pressao arterial e funcao
sexual (Barker et al., 2006; Ferrario & Levy, 2002; Bregonzio et al., 2008).
Reforcando a acédo da Ang Il na funcao erétil, estudo realizado em ratos SHR,
envolvendo transplante renal entre grupos tratados e n&o tratados com
losartan, identificou que os ratos SHR previamente tratados com losartan, a
cada um dos quais foi doado um rim n&o tratado, apresentaram maior pressao
arterial, mas o dobro do numero de erecbes em comparagdo com o grupo SHR
apresentando baixa pressao arterial decorrente do transplante de um rim

tratado (Hannan et al., 2006). Este resultado indica que a disfuncéao erétil é
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mediada principalmente por acdes da Ang Il e, em menor magnitude, por
alteracOes da pressao arterial.

Somado a isso, a terapia com outros agentes anti-hipertensivos como
diuréticos, anti-adrenérgicos e B-bloqueadores, que nao interferem na maioria
dos efeitos da Ang ll, podem agravar o risco de disfungdo sexual em humanos
hipertensos (Croog et al.,, 1988; Rosen, 1997; Ferrario & Levy, 2002),
reafirmando a participacao da Ang Il na regulacéo da funcéo sexual.

No nosso trabalho, o tratamento com losartan confirmou as evidéncias
do efeito positivo da testosterona sobre a funcdo sexual, ja que as
concentracdes deste hormonio elevaram-se significativamente, com o bloqueio
dos receptores AT1, associado a prevencdo do comprometimento de todos os
parametros do comportamento sexual no grupo clipado por 28 dias.
Semelhante a esse achado, pacientes hipertensos relatam uma melhora da
funcdo sexual apés o tratamento com losartan (Llisterri et al., 2001), embora a
terapia com antagonista dos receptores AT1 ndo tenha sido associada a
aumentos significativos nos niveis plasméticos de testosterona (Fogari et al.,
2002). Sugerimos que a elevacdo nas concentracbes plasmaticas de
testosterona, decorrentes do tratamento com losartan, seria um dos fatores que
contribuiria para a melhora da funcdo sexual ao favorecer a acao central deste
hormdnio, principalmente na APOM, o que promoveria a liberacdo de 6xido
nitrico (Hull et al., 2004), facilitando o comportamento sexual.

O predominio dos receptores AT1 sobre os AT2 nas células de Leydig
(Kitami et al., 1992; Speth et al., 1999), confirma a acdo do losartan em
aumentar a sintese de testosterona ao impedir a acéo inibitéria da Ang Il sobre

LH, em condicdes de bloqueio dos receptores AT1.
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Nosso trabalho também mostrou que o tratamento com losartan preveniu
0 aumento nas concentracdes de LH nos ratos clipados. Neste caso, as
concentracbes plasmaticas de testosterona estdo elevadas e, portanto, o
feedback negativo deste horménio sobre a APOM, para culminar na liberacéo
de LH, estaria inibido. Além disso, dados revelam que o losartan ultrapassa a
barreira hemato-encefalica, quando administrado sistemicamente (Song et al.,
1991b; Tedesco et al., 1999), sendo eficaz em inibir o aumento da secrecéo de
LH pelo estimulo central de Ang Il em ratas ovariectomizadas com reposi¢ao
dos hormonios ovarianos (Palmer et al., 1994). Nossos dados indicam que o
aumento da secrecdo de LH pelas altas concentracées de Ang Il atuando
centralmente é prevenido com antagonismo dos receptores AT1 pelo losartan.

Além disso, o tratamento com losartan preveniu 0 aumento nas
concentracfes plasmaticas de prolactina nos ratos clipados por 28 dias.
Evidéncias da literatura mostram que o bloqueio central dos receptores AT1 ou
dos receptores AT2, inibe a liberagcdo de prolactina (Stephenson & Steele,
1992). Nossos resultados indicam que o tratamento com losartan impossibilita
o efeito das altas concentra¢gdes de Ang Il sobre os receptores AT1 localizados
nos lactotrofos, impedindo a hiperprolactinemia nos ratos clipados.

Apesar dos dados da literatura indicarem que a acdo do CRH pode ser
potencializada pela Ang Il (Emeric-Sauval, 1986), os animais clipados do nosso
estudo ndo apresentaram modificacbes nas concentracdes plasmaticas de
corticosterona e o tratamento com losartan igualmente ndo promoveu
alteracbes nas concentracdes de corticosterona no grupo que recebeu o
tratamento. Nesse sentido, trabalhos identificaram que o antagonismo dos

receptores AT1 por tratamento crbnico, via sistémica, nao afeta as



99

concentracdes basais de corticosterona e ACTH em ratos SHR (Raasch et al.,
2006). Injecdes centrais de losartan também ndo modificam as concentragdes
basais, ou sob estresse agudo, de corticosterona e ACTH em roedores (Jezova
et al., 1998). Entretanto, outros trabalhos indicam que o losartan pode prevenir
as elevacbes nas concetracdes de corticosterona decorrentes do estresse
cronico (Uresin et al., 2004). Ja dados clinicos relatam a auséncia de efeito
inibitério do losartan sobre a concentracdo plasmatica de cortisol apds injecdes
de ACTH (Sasaki et al., 1995).

O tratamento com losartan preveniu a redugdo do quociente de
espermétides e o aumento do transito epididimario de ratos com 28 dias de
clipamento. Este dado confirma a participacdo da Ang Il e dos receptores AT1
na regulacédo da espermatogénese. Tem sido mostrado a participagdo do SRA
testicular na funcdo espermatica e fertilidade, ja que, em condicdes fisiologicas
normais, a Ang Il mantém a mobilidade espermética em ratos e humanos
mediante ativacdo dos receptores AT1 (Vinson et al., 1995, 1996).

Além disso, h& evidéncias da participacdo da Ang Il e dos receptores
AT1 no mecanismo do estresse oxidativo vascular na hipertensdo, uma vez
que ratos SHR tratados cronicamente com losartan apresentam reducdo na
producéo de anions superoxidos, aumentando a disponibilidade de 6xido nitrico
nas arteriolas mesentéricas (Dantas et al., 2004). Isso indica que o
antagonismo dos receptores AT1 pode prevenir tanto o dano estrutural as
arteriolas testiculares, bem como o regresso funcional das células de Sertoli
decorrentes da hipertenséo.

No nosso estudo, propomos que o bloqueio dos receptores AT1 impeca

os efeitos negativos diretos das altas concentragcbes de Ang Il sobre a
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mobilidade espermatica. Além disso, a Ang Il ndo agiria sobre a ligacdo do LH
aos seus respectivos receptores testiculares, aumentando a sintese de
testosterona, que pode ser verificada nos nossos resultados. O aumento nas
concentracfes plasmaticas de testosterona favorece a ativacdo do processo
espermatogénico e maturagcdo dos espermatozéides. A prevencdo da
hiperprolactinemia pelo tratamento com losartan também parece contribuir para
manutencdo de um processo espermatogénico fisiolégico nos animais clipados,
ja que o aumento crbénico da prolactina pode interferir no processo de
maturacdo dos espermatozoéides, provavelmente, por modificar a sua ligacao
aos receptores de prolactina localizados nas células de Sertoli, bem como pode
causar perda na qualidade dos espermatozoides por interferir no mecanismo

de condensacgé&o da cromatina durante a espermiogénese.
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VIl- CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem formular as seguintes conclusoées:
- A aplicacdo do modelo 2R1C em ratos dos quatro grupos estudados induziu
ao aumento nas concentragcfes plasméaticas de Ang I, promovendo a elevacao
da PAS e comprometimento do comportamento sexual;
- No grupo com 7 dias de hipertenséo, a elevagcdo nas concentracdes
plasmaticas de Ang Il e a reducdo nas concentracdes plasméaticas de LH
parecem estar associadas com a diminui¢cao na frequéncia de intromissoes;
- No grupo com 14 dias de hipertensédo, as elevagdes nas concentracdes
plasmaticas de Ang Il e de prolactina parecem estar associadas com a reducao
na frequéncia de intromissbes e o aumento nas laténcias da intromisséo e da
ejaculacao;
- No grupo com 21 de hipertensdo, as elevacdes nas concentracdes
plasmaticas de Ang Il, prolactina e LH, somada a tendéncia de reducao na
testosterona circulante, parecem estar associadas com a redugdo na
frequéncia de intromissdes e o aumento nas laténcias da intromissdo e da
ejaculacdo, além da reducdo do quociente de espermatides nos testiculos e
aumento do transito epididimario total,
- No grupo com 28 de hipertensdo, as elevacdes nas concentracdes
plasmaticas de Ang I, prolactina e LH e, também, a redugdo nas

concentracdes plasmaticas de testosterona parecem estar associadas com a
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reducgéo na frequéncia de intromissbes e aumento nas laténcias da intromisséo
e da ejaculacéo, além da reducdo do quociente de espermatides nos testiculos
e aumento do transito epididimario total;

- O antagonismo dos receptores AT1 pelo tratamento com losartan promoveu o
aumento nas concentracdes plasmaticas de Ang Il nos grupos clipado ou com
cirurgia ficticia por 28 dias, inferindo-se a efetividade do tratamento pelo
aumento da Ang Il livre na circulagdo que ndo se liga aos receptores AT1
bloqueados;

- O tratamento com losartan normalizou a presséo arterial e preveniu as
alteracbes da prolactina, do LH, do comportamento sexual e da
espermatogénese de ratos hipertensos por 28 dias, confirmando a participacao
da Ang Il nos desfechos avaliados;

- Animais hipertensos dos quatro grupos nado apresentaram alteracées nas

concentracdes plasmaticas basais de corticosterona.

Considerando o conjunto de resultados, concluimos:

- Animais hipertensos apresentam comprometimento precoce do
comportamento sexual, sendo que o maior tempo de hipertensao produz maior
prejuizo do comportamento sexual;

- O aumento cronologicamente progressivo nas concentracdes plasmaticas de
Ang Il nos animais hipertensos parece estar associado ao maior prejuizo do
comportamento sexual;

- A Ang Il parece ser o principal fator causador do dano ao comportamento
sexual de ratos hipertensos, pois, dentre os horménios reprodutivos estudados,

somente a Ang |l estava alterada em todos os tempos de hipertensdo
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analisados e, além disso, o antagonismo dos receptores AT1 no grupo com 28
de clipamento preveniu o prejuizo de todos os parametros do comportamento
sexual avaliados;

- Animais hipertensos apresentam comprometimento da espermatogénese
apos 21 ou 28 dias do clipamento, sugerindo-se que a evolucdo do tempo de
hipertensao prejudica a fertilidade;

- As elevacdes nas concentracbes plasméticas de Ang Il, associadas ao
aumento nas concentracdes plasmaticas de prolactina e de LH e a reducao na
testosterona circulante parecem contribuir para o dano da espermatogénese e

do comportamento sexual dos ratos hipertensos.
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VIIl- PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados nesta tese indicam a associacao entre
hipertensdo arterial e dano da funcdo reprodutiva em ratos, apontando a
participagdo da Ang Il como importante fator causador de alteragdes
neuroendocrinas e comportamentais nesse processo patologico. Nesse
sentido, estudos adicionais poderiam contribuir para continuidade das
investigagbes sobre os mecanismos neurais e sistémicos envolvidos na
patogénese da reproducdo em machos hipertensos. Assim, sugerimos as

seguintes investigacoes:

- Avaliar a participacdo dos receptores AT2 na modulacdo da funcao
reprodutiva de ratos hipertensos, ja que existem evidéncias na literatura do
envolvimento desses receptores na modulacdo do comportamento sexual de

roedores.

- Verificar os efeitos das altas concentracdes de Ang Il sobre a sintese de éxido
nitrico em regifes centrais, como a APOM, e perifericamente nas arteriolas
testiculares, pois o O6xido nitrico € um dos agentes que atua na
neurotransmissao dopaminérgica na APOM e participa da regulacao da funcao

endotelial.

- Avaliar se o tratamento com antagonistas dos receptores AT1 seria capaz de
reverter os danos reprodutivos ja instalados em ratos com, pelo menos, 28 dias
de hipertenséo, a fim de verificar se existem comprometimentos irreversiveis

associados a esses receptores.
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Abstract

There is an association between hypertension and reproductive dysfunction.
The angiotensin Il (Angll) is involved in hypertension pathogenesis and in the
reproduction function regulation. The present study aimed to analyze the
temporal evolution of hypertension effects on rat reproductive function
submitted to a two-kidney, one-clip (2K1C) model. Sexual behavior parameters,

gametogenesis and plasmatic concentrations of Ang I, luteinizing hormone
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(LH), testosterone, prolactin and corticosterone of male rats from groups at 7,
14, and 21 days after 2K1C model or sham surgery were evaluated. All rats
subjected to 2K1C model showed an increase in plasma Ang Il and a
hypertensive response, when compared to their respective control groups.
Plasma LH decreased only in the 7 days after 2K1C model-group and it was
elevated in the 21 days after 2K1C model-group. Plasma prolactin increased in
hypertensive groups at 14 and 21 days groups. On the other hand, there were
no changes in plasma testosterone and corticosterone in any group. All
hypertensive animals showed inhibition of one or more sexual behavior
parameters, and the temporal advancement of hypertension promoted a greater
impairment in this function. The 21 days after 2K1C model group showed
spermatogenesis dysfunction. The results of this research suggest that plasma
Ang |l elevation probably represents one of the major factors of early sexual
behavior impairment and reproductive hormones changing in 2K1C model. In
addition, the combined effects of plasma Ang Il, prolactin and LH increases
seems to contribute to the spermatogenesis and sexual dysfunction in rats

submitted to longer period of renovascular hypertension.

Key words: two-kidney one-clip hypertension, angiotensin I, reproductive

function, sexual behavior, spermatogenesis.
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1. Introduction

Normal reproductive function requires the integration of several
physiological mechanisms, involving: central and peripheral nervous systems,
cardiovascular system, pituitary, and reproductive organs [1]. Hypertension is a
risk factor for sexual dysfunction [2] and various antihypertensive drugs can
contribute for erectile function damaging in male [3]. However, the mechanisms
underlying reproductive dysfunction associated with hypertension remains
poorly understood.

The angiotensin Il (Ang II) is a peptide which plays an important role in
the hypertension pathogenesis [4, 5] and also is involved with regulation of
reproduction function [6]. Some studies indicate that central Ang Il has an
inhibitory role in the modulation of male rats’ sexual behavior [7]. Our laboratory
reported that the microinjection of Ang Il into the medial amygdaloid nucleus
decreased sexual behavior in male rats [8]. Besides that, rats submitted to the
2K1C model had sexual behavior and spermatogenesis impaired after twenty-
eight days of hypertension [9]. In fact, Ang Il acts on testicular function,
modifying the seminiferous tuble contraction [10] and could be involved in the
inhibition of spermatogenesis.

Studies have indicated that the Ang Il effects on cardiovascular and
reproductive functions are mainly mediated through AT1 receptors [11, 12].
Therefore, specific Ang Il type | receptor (AT1) antagonists are potentially a
useful treatment for hypertension [13, 14] and for improving sexual dysfunction
in hypertensive patients [15].

Ang Il can modulate the reproductive function by affecting the expression

of reproduction’s hormonal regulators, such as prolactin, gonadotrophins and
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corticosterone [6, 16-19]. However, the interaction effects among Ang Il and
these hormones on reproduction need to be better investigated.

This study used the 2K1C model attempting to clarify the mechanisms
involved in sexual behavior and spermatogenesis impairment of hypertensive
rats. It aimed to investigate the chronological evolution of changes in the
endocrine system and sexual behavior of rats subjected to the 2K1C model, in
order to identify the sexual dysfunction and infertility’s installation, development
and, thus, obtain evidence of major neuroendocrine factors involved in the

pathogenesis of reproductive function.

2. Materials and Methods

All procedures used in this study followed the guidelines for the care and
use of Laboratory Animals from the National Institute of Health and were
approved by Ethics Committee in Research of the Federal University of Rio

Grande do Sul (Protocol # 13434).

2.1 Animals

Male Wistar rats, three months old, were obtained from the colony
maintained in the Federal University of Rio Grande do Sul Laboratory Animal
Facility. Animals were kept on a 12-hr light/dark cycle (lights off at 18:00 hr) and
in a stable environmental temperature (21°C) with ad-lib access to rat chow
(Nutrilab, Colombo, Brazil) and water. Female Wistar rats, 3 months old, were
used to record male sexual behavior. The females were gonadectomized and
induced to sexual receptiveness by a sequential subcutaneous injection of 20

Mg of estradiol (Benzo-ginoestril, Sanofi, Sdo Paulo, Brazil) 48 h, and 20 ug of
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estradiol plus 500 pg of progesterone (4-Pregnene-3,20-dione, Sigma, St.
Louis, MO) 6 h before testing. Previous to surgery for renal clip, males were
selected for sexual behavior and only those with at least 6 intromission

behaviors in a 10-min test were used.

2.2 Experimental Groups

In all experimental groups we evaluated the reproductive function of
2K1C hypertensive male rats and compared to reproductive function of sham
male rats both submitted to same period from surgical procedure. Rats were
divided in 6 groups after 7, 14 and 21 days from 2K1C or sham-surgery: 7 days
groups - Sham (n=10) and 2K1C (n=10); 14 days groups - Sham (n=10) and
2K1C (n=10); 21 days groups - Sham (n=10) and 2K1C (n=10). The male
sexual behavior was recording at night before decapitation and the systolic
blood pressure was recording at least 3 hour before decapitation. In each
group, animals were death after 7, 14 or 21 days from surgical procedure. The
kidneys and testes were excised and weighed. The testes were frozen for the

posterior spermatogenesis analysis.

2.3 Surgical procedures

Two-kidney, one-clip model was employed in male rats weighing from
290 to 330 g (n= 30). These animals were anesthetized with a ketamine-
xylazine mixed cocktail (100 mg/kg ip ketamine, 50 mg/kg ip xylazine) for the
surgical procedures. The left renal artery was isolated, and a small segment

was dissected free of the renal vein to put a silver clip (internal diameter 0.20
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mm) around the main renal artery. As controls, sham-operated rats (n= 30)

underwent the same surgical procedure without receiving the clip.

2.4 Arterial pressure recording

Systolic blood pressure (SBP) was indirectly measured (tail-cuff method)
with a pressure transducer connected to a Kent Scientific system (RTBP 1001
Rat Tail Blood Pressure System; Litchfield, USA) and recordings were
quantified using the WinDag Data Acquisition Software (DATAQ Instruments
Inc., Akron, Ohio, USA). Only 2K1C rats with SAP more than 150 mmHg were

included in the protocols.

2.5 Reproductive Function

2.5.1 Male Sexual Behavior

Sexually experienced adult males had recorded their sexual behavior 1-2
hr after the beginning of the dark phase. Each male was habituated to the cage
observation for 15 min before behavioral recording. After this period, a sexually
receptive female was introduced into the observation cage, and the behavior
was videotaped. The following parameters of the male's behavior were
recorded: latency to the first intromission, the time (seconds) from the
introduction of the female in the cage up to the first intromission; frequency of
intromissions, the number of intromissions; and the latency to ejaculation, the
time (seconds) from the first intromission of a series up to the first ejaculation
[20]. The animals were videotaped until the ejaculation latency or a maximum of
30 min if no ejaculation was observed and then the test was finished. The

intromission latency and frequency of intromissions were analyzed in the first 10
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min of the 30 min recording period. When the frequency of intromissions was
zero, the intromission latency was considered 600 s. In rats that did not show
intromission, the ejaculation latency was considered 1800 s. The number of
animals showing mounts, intromissions, and ejaculation was registered [8, 9].

Stimulus females were ovariectomized rats brought into sexual receptiveness
by subcutaneous injections of estradiol benzoate (20 mg/rat) and progesterone
(500 mag/rat) plus estradiol benzoate (20 mg/rat) 48 and 6 hr before the test,
respectively. All females were first tested with nonexperimental sexually active

males and only those proven to be lordotic were used.

2.5.2 Spermatogenesis

All rats had their right testis analyzed for measurement of the spermatids
quocient (SQ) (number of the spermatids x 10°%) and epidydimides transit (ET)
(transit time/days for the maturation of the sperm in epidydimides). The testes
were weighed, homogenized and sonicated in 8 ml of a T-X solution (NaCl .9%
and Triton X-100 .05%). Portions of 100 ml of the homogenate were diluted in
900 ml of the T-X solution. Homogenization-resistant testicular spermatids in
the testes and sperm in the caput/corpus epididymidis and cauda epididymidis
were enumerated in Neubauer chambers. Daily sperm production per testis was
determined by dividing the total number of homogenization-resistant spermatids
per testis by 6.1 days (the number of days of a seminiferous cycle in which
these spermatids are present). Transit times through the caput/corpus
epididymidis and cauda epididymidis were calculated by dividing the number of

sperm within each of these regions by the daily sperm production [9].
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2.6 Plasma hormones

2.6.1 Enzyme linked immunoassay (ELISA)

The plasma concentration of Ang Il was measured by ligand ELISA kits.
We collected the animal’'s trunk blood in ependorfs containing a cocktail
protease inhibitor (Sigma). Blood samples were centrifuged at 3.000 rpm for 20
min at 4 °C. Each plasma sample was then transferred into a test-tube and
stored at -80 °C. Then, plasma concentration of Ang Il was measured using a
commercial Angiotensin Il kit — EIA (Peninsula Laboratories Inc., San Carlos,

USA) with a lower detection limit of 0.02-0.04 ng/mL.

2.6.2 Radioimmunoassay (RIA)

The plasma concentrations of LH, prolactin, testosterone and
corticosterone (ng/mL) were measured by RIA. Trunk blood was collected,
centrifuged at 3.000 rpm for 20 min at 4 °C. Each plasma sample was then
transferred into a test-tube and stored at -80 °C for hormone assays. Plasma
concentration of LH and prolactin (ng/mL) were performed using specific kits
provided by the pelo National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and
Kidney Diseases - NIDDK (Baltimore, MD, USA). The lower detection limit was
of 0.05 ng/mL to LH and 0.09 ng/mL to prolactin. The plasma samples for
testosterone dosage underwent an extraction process with distilled ethylic ether.
The testosterone dosage was performed using a tritiated hormone (1,2,6,7-°H
testosterone) acquired from New England Nuclear (USA), a testosterone
standard and specific antibody acquired from Sigma (USA). The separation of
the free and bound fractions was done by dextran-coal. The detectable

minimum doses were 0.03 ng/mL. Also the plasma samples for corticosterone
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dosage underwent an extraction process with distilled ethylic ether. The plasma
concentration of corticosterone was measured using a corticosterone standard
and specific antibody acquired from Sigma (USA) and corticosterone tricia from
Amerscham (USA). The detectable minimum doses were 0.2 ng/mL. To each

hormone, all samples were dosed in duplicate in one assay.

2.7 Statistical analysis

Data are expressed as meantSEM, except for the latency data (sexual
behavior), where median (interquartile interval) was used and analyzed by non
parametric Mann-Whitney test. All other data were analyzed using Student’s t-
test. The factors analyzed were compared between clipping renal artery versus
sham surgery for each group animals. The percentage of animals that
ejaculated was analyzed using the Chi square test. In all cases the level of

significance was set at P<0.05.

3. Results

3.1 Systolic blood pressure (SBP)

Figure 1 shows the increase in mean SBP in the 2K1C rats as compared
with sham rats for each group (P<0.05).The 2K1C rats presented a significant
increase in mean SBP (mmHgQ) at 7 days after surgery. The SBP response was

persistently elevated in similar range throughout the 14 and 21 days (P<0.05).

3.2 Plasma hormones
Table 1 shows the plasma Ang IlI, LH, testosterone, prolactina and

corticosterone concentrations (ng/mL). The comparisons were performed
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between 2K1C rats and rats submitted to sham surgery for each group. There
was a significant increase in plasma Ang Il at 7, 14 and, 21 days after 2K1C
surgery (P<0.05). Plasma LH was reduced only at 7days after 2K1C surgery, no
changed at 14 days, but increased at 21 days after 2K1C surgery (P<0.05).
Plasma testosterone had no significant changes at 7, 14 and, 21 days groups.
Plasma prolactin no changed at 7 days, but increased at 14 and 21 days after
2K1C surgery (P<0.05). Plasma corticosterone had no significant changes at 7,

14 and, 21 days groups.

3.3 Reproductive Function

3.3.1 Male sexual behavior

Table 2 shows the renovascular hypertension effects on sexual behavior
of male rats after 7, 14 or 21 days of sham or 2K1C surgery. The comparisons
were performed between 2K1C rats and rats submitted to sham surgery for
each group. Hypertensive rats present a reduction of frequency of intromissions
at 7, 14 and 21 days after 2K1C surgery. The intromission latency and
ejaculation latency were increased on 14 and 21 days after 2K1C surgery, but
no changed at 7 days. All animals presented ejaculation at 7 days, but at 14
days and 21 days after surgery, 90% and 80% of 2K1C rats presented

ejaculation, respectively.

3.3.2 Spermatogenesis

Figure 2 shows the quotient of spermatids (number x 10°) in each group.
There was a reduction of spermatids quotient at 21 days, but no change at 7
and 14 days, when 2K1C rats were compared with sham rats (P<0.05). Figure

3 shows the epididymal transit (number of days) in each group. One increase of
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epididymal transit was observed in 2K1C rats at 21 days, but there were not

changes at 7 and 14 days (P<0.05).

4. Discussion

The results of the present study showed that the 2K1C model induced
hypertension in all groups and the plasma Ang Il progressively increased
throughout experimental period, from 7 to 21 days. The plasma LH analysis
showed dual response, presenting a reduction at 7days and an increase at 21
days after 2K1C surgery. There was an increase in plasma prolactin on the last
periods at 14 and 21 days after 2K1C surgery, but plasma testosterone and
corticosterone did not alter in any group. The hypertensive rats showed early
reduction of the sexual behavior and a spermatogenesis damage only 21 days
after 2K1C surgery. Together these data illustrate that 2K1C male rat
hypertension model produced an inhibition of the reproductive function and the
longer hypertension duration caused greater impairment on reproduction.

In the 2K1C model the hypertension is induced by renal artery unilateral
stenosis. The reduced renal perfusion pressure stimulates increased renin
synthesis, which induces producing Ang II. Circulating Ang Il increases total
peripheral resistance and raises blood pressure [21]. In our study the plasma
Ang Il increasing was progressed with longer duration of hypertension. These
increases in plasma Ang mark the first phase of the renovascular hypertension,
which is dependent of both peripheral and central Ang Il [22, 23]. Besides that,
Ang 1l is present in neural sites that act on blood pressure control, such as the
nucleus of the solitary tract [24], subfornical organ [25], rostral ventrolateral
medulla (RVLM) and paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN) [26,

27]. In addition, we show that 2K1C model induced similar increase levels in
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systolic blood pressure among groups. These data are in agreement with
previous studies that indicate hypertensive response stabilization between 1
and 11 weeks after 2K1C surgery in a murine model [28].

In our study we observed that the hypertension duration increasing
compounded the damage to sexual behavior parameters analyzed, since
hypertensive rats from all groups showed a reduced frequency of intromissions,
and rats at 14 and 21 days showed greater intromission and ejaculation
latencies. In addition, few hypertensive animals showed ejaculation at 21 days
compared at 14 days. In fact, intromission and ejaculation abilities are indicators
of erectile function integrity in rats [11, 12]. These data indicate a temporal
association between plasma Ang Il increasing and the aggravation of damage in
the erectile function of hypertensive rats. The renin-angiotensin systems (RAS)
interact with reproductive function in central and peripheral levels. The action of
Ang Il in the nervous system can be exerted by the peptide produced locally in
the brain as well as by peripheral Ang Il through the circumventricular organs
[29, 30]. The presence of Ang Il, detected by immunohistochemistry, and Ang Il
receptors, detected by in situ hybridization and binding techniques, has been
found in brain areas that exert control on reproductive function [31, 32]. These
brains areas, such as the medial preoptic area (MPOA) and medial amygdaloid
nucleus (MeA) [33, 34] support the participation of Ang Il in sexual behavior. In
this direction, previous data indicated that Ang Il inhibited sexual behavior when
injected into the brain [7], involving AT1 and AT2 receptors [8, 11], and also in
hypertensive rats submitted to the 28 days clipping procedure [9]. It is important
to consider that pathogenesis of sexual dysfunction associated with

hypertension may be multifactorial. Ang Il is physiologically involved in the
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initiation of penile detumescence in men [35] and the therapy using AT1
receptors antagonists have been associated with the ability of maintaining
adequate erection and satisfactory sexual performance in the patients [15].
Impaired penile arterial function has been shown in impotent patients with
hypertension [36, 37]. In hypertensive rats, the increase in genitourinary organs’
sympathetic function may be contributive for erectile dysfunction [38].
Researches evidenced that Ang Il plays excitatory role in the regulation of
GnRH secretion [17, 39]. The MPOA is involved in the control of the
gonadotropins cyclic release and data showed an increased cell discharge
frequency upon Ang Il administration [40]. There is evidence that the increase in
GnRH secrection indudec by Ang Il is due to the increased release of
norepinephrine in MPOA [6]. Ang Il increases plasma LH when administrated
intraventricularly in ovariectomized rats treated with estrogen and progesterone
[18]. On the other hand, in ovariectomized rats without ovarian steroids
replacement and in male rats, intraventricular Ang Il inhibits LH secretion [6].
We hypothesized that when plasma Ang Il presents a small increase like on 7
days after 2K1C surgery, it acts centrally to reduce the LH release. However,
when hypertensive rats show a great increase in plasma Ang Il, evidenced 21
days after 2K1C surgery, this peptide acts centrally stimulating GnRH secretion
and, consequently induce the increasing of LH release. In this study, we
propose a central dual effect of Ang Il on LH secretion, which is dependent of
Ang Il plasmatic concentration. Peripherally, it is important to consider the role
of Ang Il on LH function. Data suggest that Ang Il acts on Leydig cells to inhibit
the LH stimulation of testosterone production [41]. The stimulation of Ang II

receptors in Leydig cells inhibits the gonadotropins ability of stimulating
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testosterone production, through inhibition of the cAMP pathway [41]. It could
be observed that there was a tendency to reduce plasma testosterone after 21
days hypertension, when plasma Ang Il is higher and LH seems to reduce the
Leydig cells’ testosterone secretion ability of inducing. In this direction, previous
data from our group showed a significant decrease in plasma testosterone after
28 days hypertension [9].

There are evidences that Ang Il has a dual role in prolactin secretion. In
anterior pituitary, Ang Il stimulates prolactin release directly in the lactotroph
[42, 43], while in arcuate nucleus, Ang Il exerts an inhibitory effect [19, 44]. The
Ang Il inhibitory effect on prolactin release is mediated by an increased
dopamine release into the pituitary portal blood system through its excitatory
action on the tuberoinfundibular dopaminergic (TIDA) neurons [44]. The actions
of Ang II, both in pituitary and in arcuate nucleus, are mediated by AT1
receptors (19, 32, 42, 45]. In the present study, there was an increase in plasma
prolactin, probably due the predominantly stimulatory effect of Ang Il on
pituitary, by AT1 receptors. A partial desensitization could also have occurred in
this research, and the remaining effect of elevated plasma Ang Il on prolactin
secretion at 14 and 21 days after 2K1C surgery could explain the increase of
plasma prolcatin compared with control. Previous data show that Ang Il induces
an incomplete homologous desensitization of prolactin release in cultured
pituitary cells [46]. The combine increases in plasma Ang Il and prolactin, could
explain the great impairment of sexual behavior in 2K1C animals from 14 and
21 days groups. Since, clinical and experimental data indicate that prolactin is
involved in reproduction function regulation [47-49]. Prolactin receptors

expression of in the MPOA and arcuate nucleus confirm the hypothesis that
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prolactin participates in reproduction function [50]. Acute changes of plasma
prolactin have been implicated in male sexual behavior modulating [51]. The
sexual behavior facilitation can be due to the stimulation of dopamine turnover
in nigrostriatal and mesolimbic systems, activating copulation, while in the
MPOA, dopamine controls the genital reflexes, copulatory patterns, and sexual
motivation [52]. On the other hand, chronic hyperprolactinemia is related to
sexual dysfunction in man and rats [53, 54], whereas the prolonged stimulation
of central dopamine transmission can lead hyposensitivity or down regulation of
dopamine receptor systems [55], causing sexual dysfunction.

Previous studies have shown that Ang Il induces corticotropin-releasing
factor (CRF), adreno-cortico-trophic hormone (ACTH), and corticosterone
secretion [16, 56, 57]. However, our data showed no changes in plasma
corticosterone after 2K1C surgery, despite increases of plasma Ang Il. This
result is in agreement with findings in which rats treated during 4 weeks
systemically with exogenous angiotensin have not changed basal levels of
corticosterone [58] Some clinical studies showed that urinary cortisol
unchanged in hypertensive when compared to normotensive subjects [59].
Although, other clinical data indicates increasing in salivary cortisol of
hypertensive patients [60]. The results of our study suggest the activation of
compensatory mechanisms on higher plasma Ang Il levels, preventing
increases in plasma corticosterone of 2K1C animals. It is speculated that Ang Il
stimulates the PVN synthesizing CRF, but the corticosterone increased levels
would be prevented by feedback inhibitory pathways activation on the
hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis, which has receptors for Ang Il [33]. In

this case, areas such as hippocampus would inhibit the HPA axis and,
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consequently, prevent the increase in corticosterone levels. In this context,
authors identified the action of RAS on the hippocampus of hypertensive rats,
mediating cognitive responses [61].

Spermatogenesis was reduced after 21 days of 2K1C surgery. These
hypertensive rats presented a reduction of spermatids quocient and an
increased epididymal transit, suggesting a deficit in daily sperm production,
maturation or in epididymal sperm storage capacity. This result is according
with previous data in our group that found the similar alteration in hypertensive
rats after 28 days of 2K1C surgery [9]. The presence of functional Ang Il
receptors in rat testis and epididymis supports its involvement in gonad function.
The rat testis contains high affinity Ang Il receptor binding sites [41]localized in
the Leydig cells. In the epididymis, the Ang Il receptor binding appeared to be
localized in the smooth muscle layer as well as in the epithelium [62].
Seminiferous tubules contraction is important for spermatogenesis regulation
and testicular sperm output. In vitro studies showed that Ang Il, by AT1
receptors, induced a rise in intracellular calcium, growth and contraction in rat
peritubular myoid cells [10].

In addition, prolactin seems to be involved in spermatogenesis.
Quantitative RT-PCR and in situ hybridization detected the expression of
prolactin in Leydig cells and in spermatogonia, suggesting that prolactin
participates in mice spermiogenesis and spermatogenesis process [63]. Also,
there are prolactin receptors in rat Sertoli cells [64]. Therefore, the
hyperprolactinemia alters the mechanism of chromatin condensation during
rats’ spermiogenesis, causing a decrease in spermatozoids quality and inducing

to infertility [49]. Prolactin can control the testicular function through other ways:
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acting directly on pituitary, where inhibits LH and FSH synthesis [65], or on
testis, regulating the testosterone synthesis induced by LH [66]. Then, we
propose that plasma prolactin increase contributes for delaying the spermatids
maturation and modifies LH action on testis.

It is important to consider the participation of vascular damage in
hypertensive rats’ spermatogenesis decrease. Studies in hypertensive
spontaneously rats suggest that the decline in Sertoli cells functions is a result
of hypertensive vascular changes involving the spermatids number reduction of
of these animals [66, 67].

In conclusion, these results point toward the major role of the Ang Il on
impairment of the reproduction, since only Ang Il was altered in all periods of
hypertension. The progressive elevations in plasma Ang Il associated with
plasma LH alterations and prolactin plasma concentrations increased in
hypertensive rats contribute to the damage of sexual behavior. Plasma Ang II,
prolactin and LH increase produce spermatogenesis inhibition in longer

hypertension duration.
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Figure 1: Effects of renovascular hypertension on systolic blood pressure (SBP;
mmHg) of male rats after 7 (Panel A), 14 (Panel B) or 21 days (Panel C) of sham
or clipping renal artery (2K1C) surgery. Data were plotted as meanstSEM.
Student’s t-test was used for comparisons between sham and 2K1C surgery from
each group; (*) P<0.05.

Figure 2: Effects of renovascular hypertension on Quotient of spermatids (n° x
10°) of male rats after 7 (Panel A), 14 (Panel B) or 21 days (Panel C) of sham or
clipping renal artery (2K1C) surgery. Data were plotted as meanstSEM.
Student’s t-test was used for comparisons between sham and 2K1C surgery from
each group; (*) P<0.05.

Figure 3: Effects of renovascular hypertension on Epididymal transit (humber of
days) of male rats after 7 (Panel A), 14 (Panel B) or 21 days (Panel C) of sham or
clipping renal artery (2K1C) surgery. Data were plotted as meanstSEM.
Student’s t-test was used for comparisons between sham and 2K1C surgery from
each group; (*) P<0.05.
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