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RESUMO

No modelo de hipertensdo renovascular, a reducdo do fluxo sangliineo para o rim
causada pela aplicagdo de um clipe na artéria renal, modelo 2 Rins/ 1 Clipe (2R/1C),
leva a secrecdo de renina e um aumento secundario na concentracdo de angiotensina Il
(Ang 1) periférica, que tem papel na elevagdo da pressao arterial. Além de seu efeito
vasopressor a Ang Il tem envolvimento na fisiologia reprodutiva. A Ang Il esta
envolvida na regulacdo da secrecdo do hormonio liberador do horménio luteinizante
(LHRH), ovulacéo, e comportamento sexual em ratos machos e fémeas.

Nosso objetivo nesse trabalho foi analisar a regularidade do ciclo estral apos a
implantagéo do clipe, 0 comportamento sexual, peso ovariano, ovulagdo, como também,
verificar as concentracBes plasmaticas de estradiol, horménio luteinizante (LH) e
hormdnio foliculo estimulante (FSH) durante a tarde do proestro em ratas submetidas ao
modelo 2R/1C.

Dos animais clipados, em torno de 55% apresentaram pressdo arterial sistolica
(PAS) maior que 150 mmHg, dessa forma os animais neste estudo foram divididos em
trés grupos: grupo de ratas FICT (submetidas a cirurgia ficticia), grupo 2R/1C (fémeas
submetidas a laparotomia, com dissecacdo da artéria renal esquerda, para a implantacéo
de um clipe de prata de 0,15mm de didmetro, e que apresentavam PAS <125 mmHg), e
2R/1C-H (fémeas submetidas ao modelo 2R/1C e que apresentavam PAS >150 mmHg).
No experimento | foi realizada andlise do ciclo estral que iniciou-se no dia seguinte apds
a cirurgia, na noite do segundo proestro apos o registro da PAS, o comportamento sexual

foi registrado, e na manhd seguinte (estro), o nimero de Ovulos foi contado. No
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experimento Il ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H, no segundo ou terceiro proestro, apds
registro dos parametros cardiovasculares, tiveram a veia jugular externa canulada as
11:00h da manh&. Amostras de 600uL de sangue foram coletadas as 13:00, 14:00, 15:00,
16:00, 17:00, 18:00, 19:00, e 20:00h. O sangue foi centrifugado, o plasma coletado foi
destinado ao radioimunoensaio para estradiol, LH, e FSH. Ao final das coletas as ratas
retornaram ao biotério, e na manha seguinte (fase estro), tiveram os ovarios coletados,
pesados separadamente, e em seguida foi realizada a contagem do nimero de 6vulos.

Os resultados mostraram que ratas 2R/1C-H e 2R/1C apresentam um maior tempo,
em dias, para o retorno as mudancas de fases do ciclo estral, ap6s a cirurgia. Ratas
2R/1C-H apresentaram reducdo na frequiéncia de lordose e um menor quociente de
lordose (Frequéncia de lordose/Frequéncia de monta). Foi verificada reducdo no nimero
de Ovulos nos animais 2R/1C-H e 2R/1C quando comparado ao grupo FICT. As
concentragdes plasmaticas de estradiol e FSH na tarde do proestro ndo foram diferentes
entre 0s grupos, porém a concentracdo plasmatica de LH no grupo hipertenso foi menor
as 16:00h em relacdo ao demais grupos. A reducdo no nuimero de dvulos em ratas
2R/1C-H e 2R/1C, na fase estro, foi confirmada no experimento |1, porém esta ndo foi
acompanhada por alteracdo no peso do ovario direito e esquerdo. Em conjunto nossos
resultados demonstraram que ratas 2R/1C-H apresentam reducdo na capacidade
reprodutiva, que ndo foi associada a alteragBes nas concentracGes plasmaticas de
estradiol e FSH, mas sim a uma modificagdo do perfil da curva de secrecdo de LH na
tarde do proestro. Sugere-se que a reducdo na funcédo reprodutiva verificada seja devido

ao aumento de Ang Il e/ou elevacédo da pressao arterial.
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1. HIPERTENSAO

A hipertensdo € a elevagdo sustentada da pressdo arterial sistémica (sistélica e/ou
diastolica), é considerada uma sindrome heterogénea na qual varios fatores contribuem
para o seu aparecimento (CARRETERO & OPARIL, 2000; GIORGI, 2005). Pode ser ou
ndo acompanhada por lesdo em 6rgdos como: rins, vasos sanglineos, retina, coracao
(GIORGI, 2005).

A hipertenséo é um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento de doenga
cardiovascular e acidente vascular cerebral (GIORGI, 2005). Além disso, estudos
epidemioldgicos sugerem uma associagdo entre a doenca hipertensiva e a patogénese de
disfuncdes sexuais, onde 0os homens apresentam prejuizo da funcédo erétil e ejaculacdo
(MOREIRA et al., 2001; FERRARIO & LEVY, 2002; SASAYAMA et al., 2003), e as
mulheres apresentam diminuicdo do orgasmo, libido, reducéo na lubrificacdo vaginal, ou
infertilidade (DUNCAN & BATEMAN, 1993), associadas a hipertensao e ao tratamento
anti-hipertensivo (LEWIS et al., 1998; DUNCAN et al., 2000; FOGARI et al., 2004).

Devido aos varios problemas decorrentes da hipertensdo, como ja citado acima,
foram desenvolvidos modelos experimentais em animais para o seu estudo. Estes em sua
maior parte envolvem a manipulacdo dos rins, do sistema nervoso ou das supra-renais,
além da inibicdo de substancias que participam e que integram o processo vasoativo da
doenca hipertensiva (RUZICKA & LEENEN, 1994; PINTO, PAUL, GANTEN, 1998).

O estudo com animais possibilita a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos que
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provocam esta ruptura na homeostase, contribuindo para o controle clinico, bem como

melhora na qualidade de vida dos pacientes com esta doenca.

2. Angiotensina

A angiotensina Il (Ang Il) é o produto final da clivagem do angiotensinogénio que
se inicia a partir da ativacdo da enzima renina (FITZSIMONS, 1980; BOTTARI et al.,
1993; MORGAN; PIPKIN; KALSHEKER, 1996; SAAVEDRA, 2005). Varios trabalhos
focalizam as acdes da Ang Il sobre a regulacdo da pressdo arterial, balanco hidrico e
controle da funcéo reprodutiva (STEELE; NEGRO-VILAR; McCANN, 1981; STEELE;
McCANN; NEGRO-VILAR, 1982; STEELE & GANONG, 1986; SAAVEDRA, 1992;
GANONG, 1995; SANVITTO et al., 1997; PHILLIPS & SUMMER, 1998).

Nas ultimas décadas foi demonstrada a existéncia de sistemas renina-
angiotensina (SRA) locais presentes em diversos tecidos como: na parede arterial,
pulmdo, rins, adrenal, hipofise e gdnadas (SAAVEDRA, 1992). No entanto, uma das
descobertas mais importantes foi a descricdo de um SRA cerebral (SAAVEDRA, 2005),
atuando, inicialmente sobre o aumento da pressdao sangiinea (BICKERTON &
BUCKLEY, 1961).

A descoberta de receptores para a Ang Il localizados em neurdnios dentro da
barreira hematoencefalica confirmaram a existéncia da producdo de Ang Il enddgena,
respondendo a Ang Il gerada no cérebro, ou transportada através da barreira
hematoencefalica. A presenca de receptores para Ang Il nos érgéos circunventriculares

(OCVs) e em células endoteliais cerebrovasculares permitem que a Ang Il periférica
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tenha acdes sobre o sistema nervoso central (SNC). Assim, o cérebro responde tanto a
Ang Il central e periférica, e os dois sistemas estdo integrados (SAAVEDRA, 2005).

Os receptores de Ang Il foram classificados, farmacologicamente, em dois
subtipos: AT; e AT, (SAAVEDRA et al, 1993; TIMMERMANS et al., 1995;
GASPARO et al., 2000). O receptor AT, é subdividido em duas isoformas distintas,
ATia € ATig, € 0 predominante em cérebros de ratos adultos (TSUTSUMI &
SAAVEDRA, 1991) e esta localizado no plexo coroide, nas estruturas que correspondem
aos OCVs e nas envolvidas na regulacdo cardiovascular e homeostase dos liquidos, na
formacdo hipocampal, em &reas do sistema limbico relacionadas com o controle da
funcdo hipofisaria, e na hipofise (JOHREN & SAAVEDRA, 1996). Entretanto, o
receptor AT, € mais encontrado no SNC de humanos, predominando em tecidos fetais
(McGREGOR et al., 1995; TIMMERMANS et al., 1995), mostrando-se concentrado em
areas relacionadas ao controle e ao aprendizado da atividade motora, visual, sensorial e
estruturas limbicas (TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991; SONG et al., 1992;

TIMMERMANS et al., 1995).

2.1 Angiotensina Il e pressdo arterial

A Ang Il é reconhecida como um fator importante na patogénese da hipertensdo
clinica e experimental (DeFORREST et al., 1982; MARTINEZ-MALDONADO, 1991;
NISHIMURA et al., 1992; KAGIYAMA et al., 2001). Perifericamente, a Ang Il modula
a pressdo arterial através de uma potente acdo vasoconstritora e por ativacdo dos

receptores pré-sindpticos excitatorios nas terminacfes nervosas simpaticas poés-
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ganglionares (FITZSIMONS, 1998; FERNANDEZ et al., 2003). Centralmente, a Ang Il
pode regular a presséo arterial por meio da liberacdo do peptideo arginina-vasopressina,
inibicdo sindptica baroreflexa para o nucleo trato solitario (NTS), e, ainda, por aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico (LENKEI et al., 1997; ZHU et al., 2002).

O envolvimento da Ang Il nas respostas cardiovasculares tem sido amplamente
estudado. As rotas aferentes que levam a informacéo do sistema cardiovascular ao SNC
iniciam nos receptores periféricos como 0s baroceptores (receptores de pressao)
localizados nas paredes do seio carotideo e arco adrtico, e atriais (receptores de
estiramento) na parede dos éatrios direito e esquerdo. A despolarizacdo das fibras
sensoriais destas regides codifica informagfes relacionadas com a pressdao do sangue
contra a parede das artérias (receptores do seio carotideo e arco adrtico) e com o volume
sanglineo total ou retorno venoso (receptores atriais) (SPYER, 1994; BUCCAFUSCO,
1996).

Pesquisas que relacionam a acdo da Ang Il com a manutencgdo da hipertensédo em
ratos adultos tém demonstrado que microinjecGes de Ang Il dentro do NTS produz
aumento dose-dependente da pressdo arterial sistémica, 0 mesmo ocorrendo quando as
injecOes de Ang Il sdo via intracerebroventricular (icv) (PLUNKETT & SAAVEDRA,
1985). Pesquisas realizadas em camundongos mutantes, com auséncia do gene que
codifica o receptor AT,, demonstraram um significante aumento da pressao em resposta
a administracdo intravenosa de Ang Il (ICHIKI et al., 1995). Dados mais especificos
mostraram o envolvimento do receptor AT, na fase aguda da hipertensdo renovascular,

onde a administragdo intravenosa de um antisense para o receptor AT;a promoveu uma
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diminuicdo do numero total do respectivo receptor em tecidos periféricos de ratos

machos 2R/1C (GALLI & PHILLIPS, 2001).

2.2 Modelo de Hipertensdo Renovascular

O modelo de hipertensdo renovascular descrito por Goldblatt e colaboradores
(1934) ¢ caracterizado por apresentar um esquema fisiopatolégico no qual ha estagios
temporais no desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo renovascular, sendo sua
regulacdo determinada pelo envolvimento de uma inter-relacdo neural e hormonal
(MARTINEZ-MALDONADO, 1991).

Neste modelo experimental a elevagdo da pressdo arterial é mediada pela ativagado
do SRA, a qual ocorre apds ser realizada a restricdo do suprimento de sangue para um
dos rins, por clampeamento da artéria renal, sendo que o rim contralateral € mantido
intacto: modelo 2 Rins/ 1 Clipe (2R/1C), ou o rim contralateral é retirado: modelo 1
Rim/ 1 Clipe (1R/1C) (MARTINEZ-MALDONADO, 1991; RUZICKA & LEENEN,
1994; NAVAR et al., 1998).

A constricdo de uma das artérias renais, e a preservacdo do rim contralateral
resultam numa elevacdo progressiva da pressdo arterial, cujos niveis pressorios sao
dependentes do grau de constricdo da artéria renal imposta pelo diametro do clipe e da
extensdo desta constricdo (RUZICKA & LEENEN, 1994). O clampeamento da artéria
renal esquerda produz pequena elevacdo da pressao arterial ja no primeiro dia apds
estenose (SCHRIKER et al., 1994), e em seguida ocorre gradual elevacéo na pressao que

é independe do grau de estenose imposto pelo clipe, porém os valores de pressao arterial



Introdugdo 7

atingidos variam conforme este grau, podendo resultar em hipertensdo de moderada a
severa (RUZICKA & LEENEN, 1994).

A elevacdo da pressdo arterial sistémica devido ao aumento da concentracdo de
Ang 1l circulante é promovida por meio de agdes répidas (agudas) e a longo prazo
(crbnicas). A curto prazo ocorre 0 aumento da resisténcia periférica total mediada pela
Ang Il circulante. A longo prazo o que se verifica € 0 aumento no volume sangiineo
mediado por acgdes renais da Ang Il e aldosterona, efeitos troficos da Ang Il nos
musculos cardiaco e liso dos vasos, e aumento da atividade simpética, que parecem
participar na manutencdo da hipertensdo nas fases cronicas (MARTINEZ-
MALDONADO, 1991; RUZICKA & LEENEN, 1994; KAGIYAMA et al., 2001).

Estudos que investigam a fisiopatologia molecular do modelo 2R/1C demonstram
que quatro semanas depois de aplicado o clipe na artéria renal a concentracdo de Ang Il
cerebral apresenta-se elevada (MORISHITA et al., 1993). Em seis semanas é verificado
que a responsividade do sistema adrenérgico central em areas relacionadas com o
controle cardiovascular encontra-se aumentada (JUNG; LEE; KIM, 2004).

Este modelo se demonstra préprio para o estudo de disfuncdes sexuais que
ocorrem em situacfes de hipertensdo, principalmente por estar esta hipertensdo

associada a um aumento das concentracdes de Ang I, tanto periférica quanto central.

3. FISIOLOGIA REPRODUTIVA

A reprodugdo compreende todos o0s eventos fisiologicos, somaticos e

comportamentais, que asseguram a perpetuacdo da espécie. Em mamiferos a reproducao
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encontra-se sob o controle dos sistemas nervoso e endécrino que atuam de forma
coordenada na promocéo, desenvolvimento e na maturacdo dos caracteres sexuais e dos
comportamentos relacionados a cada sexo (LIBERTUN, 2004).

A funcdo reprodutiva fica prejudicada quando alteragdes no eixo hipotadlamo-
hipdfise, ou na propria gbnada, comprometem tanto a parte comportamental quanto a
gametogénica. Varios fatores podem promover alteracdes na funcdo reprodutiva, dentre

estes encontramos a hipertensdo (CLARK, 1995).

3.1 O Ciclo Estral da Rata

Grande parte do conhecimento que possuimos sobre o controle do ciclo ovariano
de varios mamiferos, é baseado em estudos sobre o ciclo estral de ratas (FREEMAN,
1994). O ciclo ovariano da rata apresenta fase folicular curta, e € composto basicamente
de quatro fases: o estro, metaestro, diestro, e o proestro, estas fases podem ser
verificadas por meio das mudancas na mucosa vaginal, a qual apresenta padréo distinto
de distribuicdo de células epiteliais, leucdcitos e células queratinizadas em cada fase do
ciclo (MATTHEWS & KENYON, 1984; FREEMAN, 1994).

Na fase de estro, que possui duracdo de 25 a 27 horas, a mucosa vaginal apresenta
celulas queratinizadas. A seguinte fase: metaestro, com duracdo de 6 a 8 horas, pode ser
identificada pela presenca de células epiteliais, leucdcitos e células queratinizadas. Essa
fase precede o diestro, que tem duracdo de 55 a 57 horas e apresenta mucosa com

predominio de leucdcitos e presenca de muco, podendo aparecer algumas células
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epiteliais. Apds, ocorre o0 proestro com duracdo de 12 a 14 horas, fase que a mucosa
vaginal caracteriza-se por células epiteliais (FREEMAN, 1994).

Em cada fase do ciclo estral verifica-se variagdes nas concentra¢cdes hormonais de
esteroides gonadais, de gonadotrofinas (Figura 01) (BUTCHER; COLLINS; FUGO et
al., 1974; SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975; FREEMANN, 1994), e observam-se
alteracbes comportamentais.

A concentragdo plasmatica de estradiol varia durante as fases do ciclo,
apresentando-se baixa no estro e comecando a elevar-se na tarde do metaestro, até
atingir concentra¢cdes mais altas no meio dia do proestro, sendo fundamental para o pico
pre-ovulatorio de gonadotrofinas, apds diminui sua concentracdo, atingindo niveis basais
no inicio da madrugada do estro (SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975; FREEMAN,
1994). O aumento de estrogeno no diestro induz a um aumento na secre¢do de
gonadotrofinas na tarde do proestro (FREEMAN, 1994). O mecanismo pelo qual o
estrogeno estimula a secrecdo de LHRH (horménio liberador do horménio luteinizante)
ainda ndo esta claro. Dados indicam que o sistema noradrenérgico central pode ser o
principal mediador do mecanismo de retroalimentacao positivo dos esterdides gonadais,
pois leséo eletrolitica no locus coeruleus na manha do proestro, em ratas ciclando
regularmente, diminui o conteldo de noradrenalina na area pré-optica medial (APOM) e
hipotdlamo médio basal bloqueando a onda pré-ovulatoria de gonadotrofinas, e com isso
ovulacdo (ANSELMO-FRANCI et al., 1997), ndo tendo o estrogeno acéo direta sobre 0s
neurdnios LHRH (SHIVERS et al., 1983; JENNES et al., 1992; HERBINSON et al.,

1995).
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O padrao de secrecdo de prolactina (PRL), LH e FSH apresenta-se baixo até a
tarde da fase proestro, onde fazem pico. O pico plasmatico para o LH, importante para o
processo ovulatério, ocorre entre as 15:00 e 18:00h da fase proestro. Para o FSH, o que
se verifica € uma elevacdo na secre¢do a partir das 15:00h do proestro, com a presenca
de um pico na madrugada desta fase. A concentracdo plasmatica de PRL sobe na fase
proestro, com pico as 15:00h retornado aos niveis basais por volta das 06:00h do estro
(SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975). A PRL é o maior horménio luteotréfico que inicia
e mantém a secrecdo de progesterona pelo corpo lateo (SMITH; FREEMAN; NEILL,
1975), e é importante para 0 comportamento de receptividade ao macho, na rata (MANI,
2003). O FSH liga-se a seus receptores nas células da granulosa dos foliculos primérios
e estimula a producéo de estradiol a partir dos androgenos, além disso, tem o papel de
recrutar novos foliculos que possam depois responderem a FSH e LH e crescer para o
préximo ciclo (SCHWARTZ, 2000).

O padrao de secrecdo de progesterona durante o ciclo consiste de dois picos, sendo
verificado concentracOes elevadas entre a tarde do metaestro e manha do diestro, onde
os valores comecam a cair permanecendo baixos até a tarde do proestro onde faz pico
(SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975). A répida elevacdo de progesterona facilita o
comportamento reprodutivo na fémea e liberacdo de LH para o processo ovulatério
(PFAFF; VASUDEVAN; ATTARDI, 2000), além disso, progesterona é essencial para a
reproducdo porque induz no endométrio a transcricdo de genes especificos envolvidos

com a implantacdo do blastocisto (CHABBERT-BUFFET et al., 2000).
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PROLACTINA (ng/mi) PROG ESTERONA (ng/mi)

ESTRADIOL (pg/mi)

LH (ng/mi

FSH ng/mi)

ESTRO DIESTRO1 DIESTRO2 PROESTRO ESTRO

Figura 01: VariacGes hormonais nas diferentes fases do ciclo estral da rata (SMITH,;

FREEMAN; NEILL, 1975).
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3.2 Comportamento Sexual da rata

Como ja mencionado, uma inter-relacdo entre mecanismos neurais e enddcrinos é
necessaria para a ocorréncia dos eventos fisiolégicos e comportamentais reprodutivos
(FREEMAN, 1994). A coordenacao dos eventos fisiologicos com comportamento é um
pré-requisito para sucesso na reproducdo (SIMERLY, 2002). A agdo dos horménios
gonadais promove a diferenciacéo do sistema nervoso revelando condutas distintas entre
machos e fémeas no que se refere ao comportamento sexual e a atitudes relacionadas a
reproducdo (PILGRIM & REISERT, 1992; SIMERLY, 2002).

O conceito de “diferenciacdo sexual do sistema nervoso” pode ser constituido pela
fase “organizacional” e “ativacional” dos hormdnios sexuais: a primeira € o periodo
critico, logo apos o nascimento, durante o qual circuitos neurais especificos de cada sexo
sdo consolidados, e a segunda é quando, no adulto, os hormdnios sexuais sdo requeridos
para ativar aqueles circuitos e propiciar o desencadeamento dos aspectos fisiologicos da
funcdo reprodutiva (KELLY, 1991; PILGRIM & REISERT, 1992; McCORMICK et al.,
1998). Assim, 0s hormdnios sexuais exercem alteracGes estruturais e neuroguimicas em
areas e circuitos sexualmente dimérficos (NAFTOLIN, 1981).

O estr6geno é importante na coordenacdo e regulacdo de varios aspectos da
reproducdo (SHUGHRUE et al., 1992). Neur6nios sensiveis ao estrdgeno foram
encontrados predominantemente na APOM, no hipotalamo tuberal, em regides limbicas
como amigdala e parte do mesencéfalo e cortex cerebral (KATO & VILLEE, 1967).
SHUGHRUE et al. (1992) verificaram que a concentracdo do RNA mensageiro (RNAmM)

para 0 receptor de estrogeno altera-se durante o ciclo estral, e existe expressao
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diferencial no sistema nervoso, estes aspectos verificados podem ser os determinantes da
instalacdo do comportamento reprodutivo e o periodo da ovulacéo.

O periodo em que a rata esta pronta para 0 coito denomina-se estro
comportamental, nesta fase 0 comportamento proeminente verificado é a postura para a
copula, ou seja, a curvatura espinhal, assumida pela fémea que é denominada lordose.
Quando a rata em proestro é estimulada sobre ou perto dos flancos, arqueia o dorso e
fica completamente imovel, para auxiliar a insercdo peniana do macho (BEHBEHANI,
1995). Na auséncia da lordose a intromissdao e ejaculacdo ndo sdo possiveis. Ha
receptores sensoriais nos flancos e no perineo da fémea que, quando estimulados, suas
aferéncias sensoriais ascendem pela coluna anterolateral da medula espinhal. As fibras
ascendentes atingem a formacdo reticular e o nucleo vestibular lateral. Terminacdes
sensoriais ascendentes no tronco cerebral ndo controlam imediatamente os neurdnios
descendentes de uma maneira simples. A facilitacdo da resposta eferente descendente do
tronco cerebral para o comportamento de lordose possui uma natureza tonica, o que
reflete em parte as influéncias estrogénicas no hipotdlamo. A circuitaria que facilita o
comportamento de lordose é formada por células nervosas proximas e no nucleo
ventromedial do hipotdlamo (VMH). Do VMH as eferéncias seguem através de uma
trajetoria periventricular medial ou lateral para a formacdo reticular e substancia
cinzenta periaqueductal (PAG). Neurbnios na substincia central enviam axonios
descendentes para a formacao reticular do bulbo. O sinal eferente descendente ativa
neurdnios reticuloespinhais e eles atuam em conjunto com neurénios vestibuloespinhais
lateral que controlam os musculos dorsais que executam o comportamento de lordose

(PFAFF; VASUDEVAN; ATTARDI, 2000).
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Os efeitos facilitatorios sobre 0 comportamento sexual na rata ocorrem por acéo da
progesterona e pela acdo de seu receptor, e isto estd relacionado com a distribuicéo
dindmica de seus receptores no hipotdlamo (MANI; BLAUSTEIN; O’MALLEY, 1997;
AUGER, 2001; MANI, 2001), por exemplo a ovariectomia abole a lordose, que é
praticamente restaurada pelo tratamento com estradiol, no entanto o tratamento adicional
com progesterona amplifica drasticamente o efeito estimulatério do estradiol sobre o
comportamento sexual da rata (FLANAGAN-CATO, 2000; LEVINE et al., 2001).

Estd bem estabelecido a existéncia de uma via dependente de estrdgeno e
progesterona, a qual exerce um efeito estimulatério para o reflexo de lordose e inclui o
sistema olfatorio acessorio (ASO), nucleo medial da amigdala (MeA) e VMH (ROWE &
ERSKINE, 1993; DUDLEY; RAJENDREN; MOSS, 1996; FLANAGAN-CATO;
CALIZO; DANIELS, 2001). O ASO é composto pelo 6érgdo vomeronasal (regido
quimicamente sensivel aos feromonios localizada dentro da cavidade nasal), pelo bulbo
olfatorio acessorio e projecdes do bulbo olfatdrio acessorio, as quais sdo enviadas para o
nicleo MeA (KRETTEK & PRICE, 1978). Durante a execu¢do do comportamento
sexual estas regides apresentam aumento no numero de células imunorreativas para Fos,
indicando aumento da atividade neuronal (RAJENDREN & MOSS, 1993). Por outro
lado, a remocédo de qualquer um dos componentes desta via ndo permite que ocorra 0
reflexo de lordose, induzido pelo macho, mesmo em presenga de concentracdes
adequadas de estrdgeno e progesterona (RAJENDREN; DUDLEY; MOSS, 1990;
RAJENDREN & MOSS, 1993).

Evidéncias tém demonstrado aumento da atividade de neurbnios produtores de

LHRH, predominantemente no septo medial, 6rgdo vasculoso da lamina terminal,
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APOM e é&rea hipotalamica anterior, durante a ativacdo de regiGes envolvidas no
comportamento sexual. Além disso, a atividade desses neurdnios se mostra diminuida
nos casos de destruicdo de éareas envolvidas no reflexo de lordose, sugerindo a

participacdo deste hormonio neste comportamento (RAJENDREN & MOSS, 1993).

3.3 Angiotensina e Funcéo Reprodutiva

Tem sido demonstrado que a Ang Il afeta a secrecdo dos horménios da hipdfise
anterior (GANONG, 1993). Por meio de uma série de trabalhos STEELE et al. (1982;
1983; 1985; 1986 e 1992) verificaram que Ang Il estd envolvida na regulacdo da
secrecdo de LHRH e ovulagdo. A Ang Il age de forma a aumentar a secre¢do de LHRH
na fase proestro, 0 que contribui para o pico de LH registrado na tarde desta fase, e,
portanto ovulagéo.

Corroborando com os resultados obtidos por STEELE et al., trabalhos de
PHILLIPS et al. (1993) verificaram que h&d mudancas nas concentracfes hipotalamicas
de Ang Il e secre¢do de Ang Il em ratas ovariectomizadas e repostas com estradiol e
progesterona, sendo evidenciado um pico na concentracdo hipotaldmica de Ang Il uma
hora antes do pico de LH plasmatico. Em ratas na fase proestro verifica-se padrdo
semelhante, as concentracdes de Ang Il no liquido cefalorraquidiano alcangam valores
de pico entre 12:30 e 13:30h retornando a valores semelhantes a de fémeas em diestro
apos este horario (GHAZI et al., 1994).

Os efeitos facilitatorios da Ang Il sobre a secre¢cdo de LHRH podem ocorrer por

meio da acdo direta ou indireta na APOM ou por combinacdo de ambas as a¢des. A acao
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indireta da Ang Il sobre a APOM ocorre pela facilitacdo da liberacdo de noradrenalina
(STEELE & GANONG, 1986; STEELE, 1992) para a APOM. Esta a¢do ocorreria via
locus coeruleus: a Ang Il promove a secrecdo de noradrenalina do locus coeruleus que
por sua vez atua sobre receptores alfa-adrenérgicos da APOM. O locus coeruleus tem
participacdo na secre¢do de LHRH, pois lesdo eletrolitica deste nlcleo bloqueia o pico
plasmatico de LH na tarde do proestro (ANSELMO-FRANCI et al., 1997; MARTINS-
AFFERRI et al., 2003). Diretamente a Ang 1l estimula a secrecdo de LHRH (STEELE,
1987; STEELE, 1992) da APOM via receptor AT; (DORNELLES & FRANCI, 1998).
Portanto, os estudos evidenciam que a Ang Il eleva-se no cérebro mais ou menos uma
hora antes das concentraces de LH no plasma fazerem pico, e direta e indiretamente a
Ang Il estimula a secrecdo de LHRH, o que eleva o LH plasmético na fase proestro, e
também favorece ovulacéo.

Além do SRA central, a existéncia de um SRA ovariano esta bem estabelecida, e
este tem demonstrado importancia no desenvolvimento folicular, esteroidogénese,
maturacdo do ovocito, e ovulagdo, assim considera-se 0 SRA ovariano como um sistema
autocrino, parécrino e endécrino (BUMPUS et al., 1988; YOSHIMURA, 1997; SPETH,;
DAUBERT; GROVE, 1999).

Estudos evidenciaram que além de seu importante efeito dipsinogénico, a Ang 1l
central também modula outros comportamentos, como por exemplo o comportamento
sexual em ratos machos e fémeas. Microinje¢cBes icv de Ang Il diminuem o
comportamento sexual em ratos machos (CLARK, 1989) e estudos complementares
verificaram que este efeito modulador seria mediado pelo receptor AT1 (KEATON &

CLARK, 1998). A administracdo de microinjecbes de Ang Il no MeA aumenta a
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laténcia para o comportamento ejaculatorio em ratos machos (BREIGEIRON et al.,
2002), e inibe o comportamento de lordose em ratas (CECCONELLO, 2005). Assim,
conforme as evidéncias experimentais citadas que mencionam a importancia da Ang Il
na fisiologia reprodutiva, a investigacdo das alteracdes das concentragdes de Ang Il in
vivo como as que ocorrem no modelo de hipertensdo renovascular constituem uma
importante linha de pesquisa para verificagdo das implicagdes Ang Il elevada in vivo na

fisiologia reprodutiva.
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O ovério da rata possui todos os componentes do SRA.

A Ang Il central tem importancia na facilitacdo da elevacdo da concentracdo
plasmatica de LH na fase proestro.

Considerando-se que no modelo de hipertensdo renovascular ocorre um aumento
da Ang Il central, além do aumento da Ang Il plasmatica, acreditamos que situacfes de
Ang Il elevada, como as produzidas no modelo de hipertenséo renovascular, poderiam
ser prejudiciais a esteroidogénese, comportamento sexual e ovulacéo.

O modelo de hipertensdo renovascular, portanto, compde uma importante
ferramenta para o esclarecimento das associagdes/interacdes entre Ang Il elevada em um
modelo in vivo, hipertensdo arterial. E como a maioria dos estudos com animais
experimentais sdo realizados em machos devido a complexidade inerente as variacdes
hormonais em fémeas, as possiveis alteracdes reprodutivas em fémeas, por aumento da

Ang Il merecem ser avaliadas.
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Este trabalho teve por objetivo verificar aspectos da funcdo reprodutiva em ratas

submetidas ao clampeamento da artéria renal esquerda, modelo: 2 Rins/1 Clipe (2R/1C).

EXPERIMENTO I

1. Objetivos especificos

Verificar a regularidade do ciclo estral, o0 comportamento sexual, e a ovulagdo em

ratas submetidas ao modelo 2R/1C.

Experimento 11

2. Objetivos especificos

Verificar as concentracdes plasmaticas de estradiol, LH e FSH durante a tarde do

proestro, bem como o peso ovariano e ovulagdo em ratas submetidas ao modelo 2R/1C.



MATERIAIS E METODOS
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1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos e fémeas adultos, da variedade Wistar
provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos sob
condi¢Oes de temperatura (22+2°C) e luz (6:00 as 18:00) controlados, e tiveram livre

acesso a agua e ragéo padréo.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Neste trabalho 110 ratas que apresentavam ciclo estral regular foram utilizadas
para o experimento. Os grupos experimentais que compuseram este trabalho foram:
o Cirurgia ficticia (FICT): ratas que foram submetidas a laparotomia com
dissecacdo da artéria renal esquerda, porém sem a colocacéo do clipe de prata.
o 2 Rins / 1 Clipe (2R/1C): ratas que foram submetidas a cirurgia de
clampeamento da artéria renal (modelo de hipertensdo renovascular) com
colocacdo de um clipe de prata de 0,15mm de didmetro na artéria renal esquerda,

e que apresentavam PAS <125 mmHg.
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e 2 Rins / 1 Clipe hipertensas (2R/1C-H): ratas que foram submetidas a
cirurgia de clampeamento da artéria renal (modelo de hipertensdo renovascular)
com colocagdo de um clipe de prata de 0,15mm de didmetro na artéria renal

esquerda, e que apresentavam valores de PAS >150 mmHg.

3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.1 Hipertensdo Renovascular - modelo de Goldblatt tipo I: 2 Rins/1 Clipe (2R/1C)

Ratas que apresentavam no minimo trés ciclos regulares consecutivos, estando na
fase de diestro, foram submetidas a cirurgia de clampeamento da artéria renal esquerda,
modelo experimental de hipertenséo renovascular tipo | descrito por GOLDBLATT et
al. (1934).

Os animais foram anestesiados com o relaxante muscular xilazina (Ronpum
100mg/mL - Profarb, MG) e o anestésico cloridrato de ketamina (Ketalar 50mg/mL -
Parke-Davis, SP) na dose de 100 mg/kg peso corporal, via intraperitonial.

Em seguida os animais foram posicionados em decubito dorsal, para a realizacéo
de uma incisdo mediana na regido abdominal com tamanho aproximado de 3cm logo
abaixo do apéndice xiféide. Esta abertura foi realizada por planos até a cavidade
peritonial. Com o auxilio de cotonetes (embebidos em solugédo fisioldgica aquecida)
ocorreu o afastamento de visceras abdominais. O rim esquerdo foi isolado em campo
cirurgico por tiras de algodao, também embebidas em soro fisioldgico aquecido. Com o
hilo renal esquerdo identificado foi iniciado o isolamento da artéria renal esquerda que

teve seu didmetro diminuido com a colocagéo de um clipe de prata de tamanho 2 x 8mm,
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dobrado em "V" e abertura interna de 0,15mm. Os animais permaneceram com este clipe
renal até apresentarem o segundo ou terceiro proestro apds o registro dos parametros
cardiovasculares verificados por pletismografia caudal.

No grupo FICT (controle), foi realizada a mesma cirurgia, no entanto ndo houve a

colocagéo do clipe.

4. REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

4.1 Pletismografia Caudal

O registro da PAS e frequéncia cardiaca (FC) foi realizado pelo método nédo
invasivo da pletismografia caudal, utilizando o sistema da KENT SCIENTIFIC (RTBP
1001 Rat Tail Blood Pressure System for rats and mice, Litchfield, USA). Para a
realizacdo do registro dos parametros cardiovasculares os animais foram colocados
durante 1 hora na sala, para a adaptagdo ao novo ambiente. Passado este intervalo, a
PAS e a FC foram determinadas.

O registro da PAS e FC foi feito na fase clara do ciclo claro-escuro, no décimo dia
apos a intervencdo cirdrgica. Durante 0 mesmo, os animais foram colocados em um tubo
de acrilico, no qual, em uma das extremidades se tinha acesso a cauda do animal. O tubo
de acrilico foi coberto por um pano o que permitiu uma menor exposi¢do do animal ao
ambiente. Foram realizados no minimo dois pré-testes para adaptacdo do animal, ou
seja, somente a partir do terceiro dia do registro foi considerado os valores de PAS e FC.

A cauda do animal era colocado um transdutor pneumatico acoplado a um

esfingmomandmetro, e na presenca de sinal adequado eram realizadas consecutivamente
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determinacgdes da PAS durante 4 minutos e 30 segundos. A PAS obtida consistiu da
média de 5 a 8 registros obtidos neste periodo.
Nesta etapa do experimento é que o grupo 2R/1C, conforme PAS foi subdividido

em 2R/1C-H (PAS >150 mmHg) e 2R/1C (PAS <125 mmHg).

EXPERIMENTO I

1. ANALISE DO CICLO ESTRAL

No dia seguinte a cirurgia iniciou-se diariamente a coleta do esfregaco vaginal as 9
horas da manh& (Figura 02), segundo técnica de LONG & EVANS (1922). Apés a
coleta, o esfregaco era analisado a fresco em um microscopio (Figura 03). No final do
periodo experimental, a anélise do ciclo estral consistiu em verificar quanto tempo, em
dias, ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H, demoravam a apresentar mudancas nas fases do
ciclo estral ap6s a intervencdo cirdrgica, e qual o percentual de animais que retornavam

a ciclar regularmente ap6s 15 dias a contar da cirurgia.
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Figura 02: Coleta do esfregaco vaginal para analise do ciclo estral.
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Proestro Estro
Metaestro Diestro

Figura 03: Células coletadas por meio de esfregaco vaginal nas diferentes fases do ciclo

estral da rata.
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2. COMPORTAMENTO SEXUAL

Este experimento teve como objetivo verificar o comportamento sexual pela
medida do quociente de lordose (indice de lordose/monta) exibido pela fémea em

proestro quando colocada com um macho sexualmente ativo.

2.1 Selecdo de ratos machos sexualmente ativos

Ratos machos foram colocados em caixas de ambientacdo com 20 x 50cm, com
fémeas receptivas (uma fémea para cada dois machos), e permaneceram assim durante
quinze dias a fim de adquirirem experiéncia sexual (treino). Apés este periodo, as
fémeas foram retiradas das caixas, e 0s ratos permaneceram sozinhos por mais sete dias
(periodo de abstinéncia sexual). Passado este periodo de trés semanas, estes ratos foram
testados em seu desempenho sexual.

O teste de desempenho sexual consistiu em avaliar durante dez minutos o
comportamento do macho perante uma fémea receptiva. As fémeas utilizadas tanto para
o teste como para o treino foram submetidas a ovariectomia. Dez dias apds a
ovariectomia, foram induzidas a receptividade sexual por injecGes subcutaneas de
benzoato de estradiol (benzo-ginoestril ap 5mg - SARSA, RJ) na dose de 2 pg/rata, 48
horas antes do teste, e progesterona-Sigma na dose de 500ug/rata, mais benzoato de
estradiol na dose de 2 pg/rata, 6 horas antes do teste (MAS et al., 1987). Os machos que,
ao serem colocados com as fémeas, apresentavam mais de seis intromissdes penianas no

periodo de dez minutos, foram considerados como sexualmente ativos e separados para
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serem submetidos ao experimento de verificacdo do quociente de lordose exibido por

ratas, na noite da fase proestro.

2.2 Selecéo de fémeas em Proestro e Registro Comportamental

Fémeas dos grupos FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H, quando apresentaram o segundo ou
terceiro proestro ap6s o registro da PAS e FC, foram submetidas ao registro do
comportamento sexual.

Para o registro do comportamento sexual, os ratos foram colocados em caixas de
observacdo com dimensdes de 70 x 70 x 35cm cujas paredes eram de aco com exce¢ao
da parede frontal que era de vidro, o que permitiu a ampla visualizacdo dos animais. O
ch&o das caixas de observagéo, assim como o das caixas de ambientacdo, foi coberto
com maravalha.

Em todo o experimento, o registro foi realizado de uma a seis horas apds inicio da
fase escura. Inicialmente, 0 macho foi retirado da caixa onde estava ambientado para ser
colocado na caixa de observacgdo por um periodo de dez minutos para adaptacdo ao novo
ambiente. Apés este intervalo, a fémea foi colocada com o macho na caixa de
observacgéo iniciando-se, imediatamente a seguir, a sesséo de registro do comportamento
sexual que teve duracdo de quinze minutos para 0s comportamentos de monta exibidos
pelo macho, e de lordose pela fémea. O registro consistiu em filmar os animais com uma
filmadora de video.

Ao término do registro, este foi visualizado com o auxilio de um aparelho de video

por um observador treinado que digitou, num microcomputador com programa
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especialmente elaborado, uma tecla selecionada para cada comportamento a medida que
este ocorria. O programa computou a frequiéncia de cada comportamento. A freqiiéncia é
0 numero de vezes que cada comportamento ocorre durante o registro. A duracdo foi
caracterizada como o tempo total de ocorréncia de um comportamento especifico.
Os parametros comportamentais avaliados foram:
e Locomocdo: movimentos de exploracdo do ambiente realizados pela fémea como
parametro de resposta a estimulos recebidos.
e Frequéncia de lordose (toda vez que a fémea eleva a parte traseira do dorso para o
macho montar), e monta (toda vez que o macho usa as patas dianteiras para agarrar a
fémea pelos flancos).

e Quociente de lordose: nimero de lordose divididos pelo nimero de montas.

3. CONTAGEM DO NUMERO DE OVULOS

Ratas FICT, 2R/1C e 2R/1C-H submetidas ao registro do comportamento sexual
na noite do proestro, e que na manha seguinte as 9:00h estavam na fase estro, foram
primeiramente pesadas, em seguida decapitadas, e por meio de uma laparotomia tiveram
os ovarios removidos. Os ovidutos foram dissecados, lavados em solucédo salina 0,9%, e
colocados entre duas laminas, entre as quais foram comprimidos para posterior
contagem do nimero de 6vulos por meio de um microscopio Optico (Zeiss, Goettingen,

Germany) com lentes de aumento de 2,5x (GOMES et al., 1999).
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Além disso, o rim esquerdo e o rim direito também foram retirados e pesados, para
posterior calculo do indice renal. O indice renal foi obtido pela divisdo do peso renal do

rim (mg) sobre o peso corporal (g).

4, ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram comparados entre os trés grupos (FICT, 2R/1C, 2R/1C-H)
pela anélise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de Newman-Keuls e expressos
como média + erro padrdo da media (EPM). p<0,05 foi adotado como critério de

significancia.

EXPERIMENTO II

Ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H no segundo ou terceiro proestro apés registro dos
pardmetros cardiovasculares, tiveram a veia jugular externa canulada as 11:00h da
manh&d. Amostras de 600uL de sangue foram coletadas em seringas heparinizadas de
hora em hora, iniciando as 13:00h do mesmo dia (horario das coletas: 13:00, 14:00,
15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 19:00, e 20:00 horas) perfazendo um total de 8 coletas. Apés
a remocdo de cada amostra sanglinea um volume igual de NaCl 0,9% estéril foi reposto.
O sangue coletado foi centrifugado por 30 minutos & 3.000 rpm e estocado (-80°C) para

posterior dosagem de estradiol, LH, e FSH por radioimunoensaio.



Materiais e Métodos 33

1. CANULACAO DA VEIA JUGULAR

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de solucdo de
tribromoetanol (Aldrich Chem. Comp. Inc.) 2,5% em salina. A dose utilizada foi de
1mL/100g de peso corporal (POLETINI et al., 2003).

Apo6s a anestesia uma canula de silicone foi introduzida na veia jugular externa,
com o auxilio de uma agulha de implantacdo, a canula foi suturada no musculo peitoral
maior e a parte livre da canula foi externalizada no pescoco, um pouco abaixo das
orelhas, conforme técnica descrita por HARMS & OJEDA (1974). A céanula foi mantida

cheia de solucgéo fisiologica até 0 momento da coleta de sangue.

2. Dosagem Hormonal

A concentracdo plasmética de estradiol foi determinada por radioimunoensaio
utilizando-se kits MAIA® da BioChem. ImmunoSystems (Bologna, Italia). O limite
minimo para deteccao para o estradiol foi de 7,5 pg/mL. Para as dosagens de LH e FSH
foram utilizados Kits especificos fornecidos pela National Institute of Arthritis, Diabetes,
Digestive and Kidney Diseases (NIADDK, Baltimore — USA), e o anticorpo para
precipitacdo foi produzido pelo laboratério do Prof. Dr. Celso R. Franci (FMRP — USP),
o limite minimo para a deteccdo do LH foi de 0,04ng/mL, e para o FSH 0,39ng/mL.

Além disso, 0s erros intra-ensaios para o estradiol foi 3,2%, para o LH 4% e FSH 3,2%.
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3. PESO DOS OVARIOS E CONTAGEM DO NUMERO DE OVULOS

Ratas FICT, 2R/1C e 2R/1C-H submetidas a coleta de sangue na tarde do proestro,
e que na manha seguinte as 9:00h estavam na fase estro, foram primeiramente pesadas,
em seguida decapitadas, e por meio de uma laparotomia tiveram os ovarios (direito e
esquerdo) removidos, e pesados separadamente. Os ovidutos foram dissecados, lavados
em solugdo salina 0,9%, e colocados entre duas laminas, entre as quais foram
comprimidos para posterior contagem do nimero de 6vulos por meio de um microscépio
Optico (Zeiss, Goettingen, Germany) com lentes de 2,5x (GOMES et al., 1999).

Além disso, o rim esquerdo e o rim direito também foram retirados e pesados, para
posterior célculo do indice renal. O indice renal foi obtido pela divisdo do peso renal
(mg) sobre o peso corporal (g). E importante ressaltar que os resultados referentes ao
peso corporal, PAS, FC, peso renal direito e esquerdo, indice renal direito e esquerdo
dos animais utilizados no experimento Il foram analisados juntamente com os

respectivos resultados do experimento |I.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes a concentragdo plasmatica de estradiol, LH e FSH dos trés
grupos experimentais foram comparados pela analise de varidncia (ANOVA) de duas
vias (grupo e horério) e de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls. Foi realizado
o0 célculo da area abaixo da curva da concentragdo plasmaética de estradiol, LH e FSH

das 13:00 as 20:00 da tarde do proestro. Os resultados obtidos da area abaixo da curva
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da concentracao plasmatica de estradiol, LH e FSH, bem como do peso do ovério direito
e esquerdo e numero total de dvulos foram analisados por meio de ANOVA de uma via
seguida de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos pela media + EPM, e p<0,05

foi adotado como critério de significancia.



RESULTADOS
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1. CIRURGIA E CLAMPEAMENTO RENAL
O sucesso de desenvolvimento de hipertensdo, observado neste estudo, ao utilizar
0 modelo de hipertensdo renovascular descrito por GOLDBLATT et al. (1934), foi de

55%.

1.1 Peso Corporal
O peso corporal, verificado ao final do experimento, foi semelhante [F(2,69)=2,06,

p=0,135] entre os grupos estudados (Figura: 04).

1.2 Pressao Arterial Sistdlica e Frequiéncia Cardiaca
A PAS foi maior [F(2,69)=197,0, p<0,0001] no grupo de ratas 2R/1C-H quando

comparado aos grupos 2R/1C e FICT, e ratas 2R/1C apresentaram PAS maior que ratas
FICT (Figura: 05A). A FC foi maior [F(2,69)=20,28, p<0,0001] em ratas 2R/1C-H

quando comparado aos demais grupos (Figura: 05B).

1.3 Peso Renal
Ratas 2R/1C-H e 2R/1C apresentaram um aumento [F(2,69)=21,93, p<0,0001] no

peso renal direito (Figura: 06A) e uma reducdo [F(2,69)=73,83, p<0,0001] no peso renal
esquerdo (Figura: 06B) quando comparado ao grupo FICT. Foi verificado também, que

0 peso renal esquerdo foi menor no grupo 2R/1C-H em relagédo ao grupo 2R/1C.



Resultados 38

1.4 Indice Renal
O grupo de ratas 2R/1C-H e 2R/1C tiveram aumento [F(2,69)=31,43, p<0,0001] no

indice renal direito (Figura: 07A), e uma reducdo [F(2,69)=61,27, p<0,0001] no indice
renal esquerdo (Figura: 07B) quando comparado ao grupo FICT. O indice renal

esquerdo foi menor no grupo 2R/1C-H em relacdo ao grupo 2R/1C.

EXPERIMENTO I

1. CICLO ESTRAL

O tempo médio em dias para retornar a mudancas nas fases do ciclo estral foi
maior [F(2,69)=20,29, p<0,0001] em ratas 2R/1C-H e 2R/1C quando comparado ao
grupo FICT, e ratas hipertensas quando comparadas as 2R/1C apresentaram um tempo
maior para voltar a mudancas nas fases do ciclo estral (Figura: 08A). Além disso, foi
verificado que depois de 15 dias, apds realizado os procedimentos cirdrgicos, 0
percentual de animais que retornaram ao ciclo regular foi menor no grupo de ratas
2R/1C-H, contudo, todos os animais FICT retornaram a ciclar regularmente (Figura:

08B).
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2. COMPORTAMENTO SEXUAL

2.1 Frequéncia de Lordoses
Ratas 2R/1C-H apresentaram uma diminui¢do [F(2,37)=4,85, p<0,02], quando

comparadas ao grupo FICT, na média de freqiiéncia de lordoses em 15 minutos, quando

testadas na noite do proestro com machos sexualmente ativos (Figura: 09A).

2.2 Frequéncia de Montas

Machos sexualmente ativos colocados com fémeas 2R/1C e FICT, na noite do
proestro ndo apresentaram diferenca na media da freqiiéncia de montas [F(2,37)=0,46,
p=0,63], em 15 minutos sobre as fémeas 2R/1C quando comparados ao grupo FICT

(Figura: 09B).

2.3 Quociente de lordose (nimero de lordose/niimero de montas)

O quociente de lordose apresentado por ratas 2R/1C-H na noite do proestro,
quando testadas com ratos machos sexualmente ativos, apresentou uma diminuigdo
[F(2,37)=6,35 p<0,005] quando comparado ao grupo de ratas FICT, contudo ndo foi

diferente do grupo 2R/1C (Figura: 10).

2.4 Frequéncia e Duracéo da Locomogéo

Ratas 2R/1C-H e 2R/1C, quando comparadas ao grupo FICT, durante o registro do

comportamento sexual, ndo apresentaram alteracdo quanto ao tempo de exploragdo do
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ambiente, ou seja, freqiéncia de locomocao [F(2,37)=0,90, p=0,42] (Figura: 11A) e

duracéo total de locomocdo [F(2,37)=0,26, p=0,77] na arena (Figuras: 11B).

3. CONTAGEM DO NUMERO DE OVULOS
Ratas 2R/1C-H e 2R/1C, na fase estro, mostraram uma reducgédo [F(2,37)=13,53,
p<0,0001] do numero de 6vulos em relacdo ao grupo FICT, como pode ser verificado na

Figura: 12.

EXPERIMENTO II

1. PERFIL HORMONAL

1.1 Estradiol

A Figura: 13 apresenta a concentracdo plasmatica de estradiol (pg/mL) na tarde do
proestro (avaliada das 13:00 as 20:00h), em ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H. A ANOVA
de duas vias de medidas repetidas demonstrou efeito grupo [F(2,30)=3,39, p<0,05] e
horario [F(7,210)=19,95, p<0,0001], porém ndo ocorreu interagdo grupo-horério
[F(14,210)=1,09, p=0,37]. O post hoc demonstrou que as 17:00, 18:00, 19:00 e 20:00h
as concentracles plasmaticas de estradiol foram diferentes em relacdo aos demais
horéarios estudados, independentemente do grupo, 0 que caracteriza uma curva normal

para o estradiol na tarde do proestro, e que o grupo de ratas 2R/1C apresenta maior



Resultados 41

secrecao de estradiol quando comparado ao grupo FICT. A &rea abaixo da curva do

estradiol foi semelhante entre os grupos [F(2,30)=3,00, p=0,07] (Figura: 14).

1.2 LH
A concentracdo plasméatica de LH (ng/mL) das 13:00 as 20:00h da tarde do

proestro em ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H, pode ser observada na Figura: 15. A ANOVA
de duas vias de medidas repetidas demonstrou efeito para horario [F(7,210)=41,04,
p<0,0001], porém ndo ocorreu efeito grupo [F(2,30)=1,36, p=0,27]. Houve interacdo
entre grupos e horarios estudados [F(14,210)=20,30, p<0,0001]. O post hoc revelou que
a concentracdo plasmaética de LH no grupo hipertenso foi menor as 16:00h em relagdo ao
demais grupos. E que das 16:00 até as 19:00h a secrecdo de LH foi maior nos grupos
FICT e 2R/1C quando comparado aos primeiros horarios estudados. Ja para 0 grupo
2R/1C-H a concentracdo plasmética de LH foi maior das 16:00 até as 20:00 quando
comparado as 13:00, 14:00, e 15:00h. Na Figura: 16 pode ser visualizada a area abaixo
da curva para o LH, a qual apresentou-se semelhante entre os grupos [F(2,30)=2,04,

p=0,15].

1.3 FSH

A Figura: 17 apresenta a concentracdo plasmatica de FSH (ng/mL) na tarde do
proestro, em ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H. A ANOVA mostrou que ndo ocorreu efeito
grupo [F(2,30)=2,91, p=0,07, e interacdo [F(14,210)=1,44, p=0,14. Porém, ocorreu
efeito horério [F(7,210)=33,30, p<0,0001], o teste de Newman-Keuls demonstrou que o

FSH plasmatico na tarde do proestro apresenta maior concentracdo das 16:00 até as



Resultados 42

20:00 em relagdo aos primeiros horarios estudados, o que caracteriza uma curva normal
de secrecdo de FSH na tarde do proestro, independente do grupo estudado. A area
abaixo da curva do FSH foi semelhante para os grupos estudados [F(2,30)=1,00, p=0,38]

(Figura: 18).

2. PESO DOS OVARIOS E CONTAGEM DO NUMERO DE OVULOS

Ratas 2R/1C-H e 2R/1C, na fase estro, mostraram uma reducdo [F(2,29)=7,41,
p<0,003] do ndmero de dvulos em relacdo ao grupo FICT (Figura: 20), a reducdo do
numero de ovulos ndo foi acompanhada por alteragdo no peso do ovario direito

[F(2,29)=0,25, p=0,78] (Figura: 19A), e esquerdo [F(2,29)=1,10, p=0,35] (Figura: 19B).
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Figura 04: Peso corporal de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H. As barras indicam a

média+tEPM. p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 05: (A) Pressdo Arterial Sistolica (mmHg); e (B) Freqgiiéncia Cardiaca (om™), de
ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H. As barras indicam a médiatEPM. Letras diferentes

indicam diferencas significativas, p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-

Keuls).
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Figura 06: (A) Peso renal direito; e (B) Peso renal esquerdo, de ratas FICT, 2R/1C,
2R/1C-H. As barras indicam a médiaxtEPM. Letras diferentes indicam diferencas

significativas, p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 07: (A) indice renal direito; e (B) indice renal esquerdo, de ratas FICT, 2R/1C,
2R/1C-H. As barras indicam a médiatEPM. Letras diferentes indicam diferencas

significativas, p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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EXPERIMENTO I
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Figura 08: (A) Tempo em dias (médiatEPM) para o retorno a mudangas consecutivas
nas fases do ciclo estral, apds cirurgia, em ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H; e (B)
Percentual de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H que retornaram ao ciclo estral regular apés
15 dias da intervencao cirdrgica. Letras diferentes se referem a diferencas significativas,

p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 09: (A) NUmero de lordoses em 15 minutos (médiatEPM), apresentado por ratas

FICT, 2R/1C e 2R/1C-H, em proestro, quando testadas com machos sexualmente ativos.

(B) NUumero de montas do macho em 15 minutos (médiatEPM) quando testados com

fémeas FICT, 2R/1C e 2R/1C-H, em proestro. As barras indicam a médiatzEPM. Letras

diferentes indicam diferencas significativas, p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de

Newman-Keuls).
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Figura 10: Quociente de lordose (médiatEPM) de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H, em

proestro, quando testadas com machos sexualmente ativos. Letras diferentes indicam

diferencas significativas, p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 11: (A) Média = EPM da freqiéncia de locomogdo; e (B) Média + EPM do
percentual da duragdo de locomocgdo durante 15 minutos, apresentado por ratas FICT,
2R/1C, 2R/1C-H, em proestro, durante o registro do comportamento sexual (ANOVA de

uma via seguida de Newman-Keuls).



Resultados 51

15-
a

@ (16)
E b
2 10-
(b}
©
o
£
S 51
Z

0

CIFICT
2R/1C

. 2R/1C-H

Figura 12: NUmero de 6vulos (médiazEPM) de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H, na fase
estro. Letras diferentes se referem a diferencas significativas, p<0,05 (ANOVA de uma

via seguida de Newman-Keuls).
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EXPERIMENTO II
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Figura 13: Concentracdo plasmatica de estradiol (pg/mL) na tarde do proestro (das
13:00 as 20:00h) em ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H. p<0,05 (ANOVA de duas vias de

medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls).



Resultados 53

200+
(10)
o = (12)
S (10)
= T
° 35
S a
X = 100~
g S 100
< B
92
<L W
0

CFICT
' 2R/1C
. 2R/1C-H

Figura 14: Média + EPM da area abaixo da curva das concentracdes plasméticas de
estradiol durante a tarde do proestro (das 13:00 as 20:00h) de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-

H. p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 15: (A) Concentracdo plasmatica de LH (ng/mL) na tarde do proestro (das 13:00
as 20:00h) em ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H. * indica diferencas significativas, p<0,05

(ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls).
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Figura 16: Média + EPM da area abaixo da curva das concentragdes plasméticas de LH
durante a tarde do proestro (das 13:00 as 20:00h) de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H.

p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 17: (A) Concentracdo plasmatica de FSH (ng/mL) na tarde do proestro (das
13:00 as 20:00h) em ratas FICT, 2R/1C, e 2R/1C-H. p<0,05 (ANOVA de duas vias de

medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls).
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Figura 18: Média + EPM da area abaixo da curva das concentracdes plasmaticas de
FSH durante a tarde do proestro (13:00 as 20:00h) de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H.

p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).
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Figura 19: (A) Peso do ovério direito; e (B) Peso do ovario esquerdo (média+tEPM), de
ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H, na fase estro. p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de

Newman-Keuls).
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Figura 20: NUmero de dvulos (médiatEPM) de ratas FICT, 2R/1C, 2R/1C-H, na fase
estro. Letras diferentes se referem a diferencas significativas, p<0,05 (ANOVA de uma

via seguida de Newman-Keuls).
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O presente estudo teve por objetivo verificar a fungdo reprodutiva em ratas
submetidas ao clampeamento da artéria renal esquerda modelo 2R/1C. Nossos resultados
mostraram que o clampeamento da artéria renal e a elevacdo da pressdo arterial em
fémeas é acompanhada por reducdo na receptividade sexual, menor nimero de évulos,
alteracdes na regularidade das mudancgas de fases do ciclo estral e menor percentual de
animais que retornam ao ciclo estral regular apés a cirurgia. As alteragdes sobre a fungéo
reprodutiva na rata hipertensa, ndo sdo acompanhadas por modificacfes na secre¢do de
estradiol, bem como de FSH na tarde do proestro. E necessario ressaltar que na ovulagéo
ratas 2R/1C-H e 2R/1C apresentaram prejuizos semelhantes, conforme pode ser
verificado no experimento | (Figura: 12) e confirmado no experimento Il (Figura: 20).

Para melhor abordagem dos pardmetros avaliados em nosso estudo dividimos a

discussdo em topicos.

1. Hipertenséo renovascular

A aplicacdo do clipe na artéria renal esquerda, em nosso estudo, levou a

hipertensdo, em parte dos animais, como comprovado por meio do aumento da PAS, FC,

reducdo do peso e indice renal esquerdo e aumento do peso e indice renal direito.
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A reducdo no indice renal esquerdo indica hipotrofia devido a redugdo do fluxo
sanguineo para o rim esquerdo, em contraposicdo 0 aumento no indice renal direito
indica hipertrofia deste rim devido a compensacdo nos processos de filtracdo renal
(OKUNIEWSKI et al., 1998).

Neste estudo, foi observado que cerca de 55% dos animais selecionados para o
experimento apresentaram hipertensdo, resultado que estd de acordo com a literatura
(OKUNIEWSKI et al., 1998). Pelo fato de que 45% das ratas clipadas néo
desenvolveram hipertensdo, resolvemos avaliar a funcdo reprodutiva nestes animais
também, j& que ha poucos estudos em ratas que foram submetidas ao modelo 2R/1C, e
foi demonstrado que o sucesso de desenvolvimento de hipertensdo renovascular, em
fémeas, é muito menor do que em machos (OKUNIEWSKI et al., 1998).

Apesar de obtermos um menor percentual de animais que desenvolveram
hipertensdo, quando comparado a machos submetidos ao modelo 2R/1C
(OKUNIEWSKI et al., 1998), as ratas 2R/1C-H e 2R/1C apresentaram resposta renal
semelhante, como demonstrado pelo menor indice renal esquerdo (Figura: 07B), que ndo
foi decorrente da relacdo peso renal/ peso corporal, pois ambos grupos apresentaram
peso corporal semelhante entre si, e quando comparado ao grupo FICT (Figura: 04).
Sabe-se que a Ang Il no rim produz vasoconstricdo nas arteriolas aferente e eferente,
reduzindo a presséo capilar glomerular, e desta forma, diminuindo filtragdo glomerular e
fluxo sangliineo renal, e que em paralelo pode ocorrer a estimulacdo da secrecdo de
contrarreguladores, como éxido nitrico e prostaglandinas (ARIMA, 2003). Portanto, no
caso das ratas 2R/1C a secrecdo de contrarreguladores pode ter sido mais acentuada que

nas ratas 2R/1C-H, impedindo que a elevacdo de Ang Il expressasse agdes renais como
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por exemplo, maior reabsor¢do de sodio e retencdo de liquido (NAVAR et al., 1998) e
assim, contribuicdo para o aumento da pressdo arterial sistémica. E claro que a hipotese
de que uma completa oclusdo da artéria renal possa ser o determinante do insucesso do
desenvolvimento da hipertensdo nestes animais, também ndo pode ser descartado.
Porém, em nossos resultados, o peso renal esquerdo e indice renal esquerdo em ratas
2R/1C (Figuras: 06B e 07B) foram maiores em relacdo as 2R/1C-H, o que sugere
também, que nesses animais, a completa oclusdo da artéria renal esquerda ndo tenha
ocorrido. Além disso, € importante ressaltar com base no resultado do maior peso renal
esquerdo dos animais 2R/1C em relagdo aos 2R/1C-H, que a reducdo no fluxo sangiiineo
para 0 rim esquerdo possa ndo ter sido a necessdria ou suficiente por todo o
experimento, para que ocorresse secre¢do de renina, e consequente aumento da Ang Il
circulante, e desta forma determinando o insucesso de desenvolvimento da hipertenséo

nestes animais.

2. Ciclo Estral

Ratas clampeadas apresentaram um tempo maior em dias para retornar as
mudancas nas fases do ciclo estral, sendo que o grupo 2R/1C-H apresentou um tempo
maior para retomar as mudancas nas fases do ciclo quando comparado ao grupo 2R/1C,
e também um maior percentual de ratas que ndo retornaram a ciclar regular apés a
cirurgia (Figuras: 08A e 08B).

Os estudos da fungdo reprodutiva em ratas hipertensas s80 escassos.

OKUNIEWSKI et al. (1998), em seus experimentos, verificaram que o esfregaco
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vaginal de ratas submetidas ao modelo 2R/1C nédo se apresentava uniforme, e portanto
sugeriram que estes animais ciclavam regularmente. Mas, em nosso trabalho
demonstramos que, apos a cirurgia, ratas clipadas apresentam um retardo para retornar a
mudancas nas fases do ciclo estral, e um menor percentual de ratas 2R/1C-H que
retornam a ciclar regularmente ap6s a cirurgia (Figura: 08). Como ratas do grupo FICT
retornaram em poucos dias as mudancas nas fases do ciclo e ao ciclo regular, sugerimos
desta forma que distarbios ndo relacionados ao estresse da cirurgia afetam o ciclo estral
em ratas clipadas. Possivelmente, a elevacdo gradual de Ang Il e instalacdo da
hipertensdo em ratas clipadas poderiam estar afetando a regularidade do ciclo nestes
animais.

O envolvimento do SNC em regular a secrecdo da hipdfise anterior, estimulando a
expressdo de comportamentos reprodutivos e monitorando as aferéncias sensoriais do
meio ambiente faz do ciclo um processo neuroenddcrino (SCHWARTZ, 2000). Durante
o ciclo estral as secrecdes ovarianas variam (SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975) e
preparam o trato reprodutivo para receber o 6vulo (FREEMAN, 1994; SCHWARTZ,
2000). E possivel que a elevacio da concentracio de Ang Il circulante nas ratas
clampeadas possa estar promovendo uma alteragdo na relagdo receptores AT:/AT, no
ovario, e assim resultando em alteragdes no ciclo estral. GOOYER et al. (2004) ao
verificarem o desenvolvimento folicular em ratas hipertensas transgénicas (mRen-2)27,
as quais exibem elevadas concentracdes séricas de pro-renina, e renina extra-renal e
angiotensina | em sitios que normalmente se caracterizam por expressar baixas
quantidades destes, e em ratas Sprague-Dawley que sofreram infusdo de Ang Il por 12-

14 dias, evidenciaram reducdo da expressdo do RNAm para o receptor AT;a € nenhuma
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modificagdo para o receptor AT, nestes animais. Desta forma, a maior disponibilidade
de receptores AT, no ovario poderia ser a responsavel pela menor secrecéo de estradiol,
ja que o receptor AT, estd envolvido na reducdo da secrecdo ovariana deste horménio
(KOTANI et al.,, 1999), e portanto, faria com que as ratas 2R/1C-H e 2R/1C
permanecessem nos primeiros dias apds a cirurgia, persistentemente em diestro, fase
onde verifica-se baixas concentracbes de esteroides gonadais e de gonadotrofinas
(BUTCHER; COLLINS; FUGO et al., 1974; SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975;
FREEMANN, 1994). Contrariamente, conforme verificado em nosso estudo, no perfil
hormonal obtido na tarde do proestro em ratas clipadas e FICT, distarbios relativos ao
ciclo estral ndo se deve a alteracGes na esteroidogénese ovariana, j& que 0S animais
2R/1C nédo apresentaram modificacdo no perfil de secrecdo para o estradiol na tarde do
proestro. Mas, estes resultados foram obtidos de ratas 2R/1C-H e 2R/1C que ja
apresentavam mudancas nas fases do ciclo estral, e ndo de ratas que estavam sem ciclar,
portanto, estudos futuros analisando a concentracdo plasmatica de estradiol num periodo
mais curto apoés a cirurgia, poderdo confirmar a hipotese anteriormente citada.

Ao avaliarmos as concentracdes de LH e FSH na tarde do proestro em ratas
2R/1C-H e 2R/1C, verificamos que a concentracdo plasmética de LH no grupo
hipertenso, as 16:00h, encontrava-se menor em relacdo aos demais grupos, porém, o
contetdo total de LH na tarde do proestro (Figura; 16) ndo foi alterado.
Fisiologicamente, o pico de LH nos animais 2R/1C-H parece ter um atraso em relacéo
aos demais grupos, sendo verificado as 18:00h, enquanto nos animais FICT e 2R/1C ¢
observado as 17:00h. J& o padrdo da concentracdo plasmaética de FSH foi semelhante

entre 0s grupos estudados (Figura: 17).
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Sabe-se que a elevagdo plasmatica de LH no proestro é fundamental para os
eventos que culminardo com a ovulacdo (SCHWARTZ, 2000). O pico pré-ovulatorio de
LH depende da secrecdo de LHRH do hipotalamo, processo este, que por sua vez
depende da retroalimentacdo positiva do estradiol e sinais neurais que iniciam a elevacao
plasmatica de gonadotrofinas (LEVINE, 1997). A Ang Il central estd envolvida no
controle da secre¢do de LH (STEELE et al., 1981; STEELE & GANONG, 1986;
PHILLIPS et al., 1993; GHAZI et al., 1994). Evidéncias experimentais indicam que ha
elevacdo nas concentracdes de Ang Il cerebrais j& na quarta semana apds colocacao do
clipe na artéria renal (MORISHITA et al., 1993). Assim, mesmo sendo evidenciado que
nos horéarios estudados o conteudo total de estradiol, FSH e LH na tarde do proestro ndo
encontram-se alterados, ndo podemos descartar que as mudancas nas concentracdes de
Ang Il, neste modelo experimental, podem estar levando a um distlrbio no eixo
hipotalamo-hipdfise-gbnadas, principalmente nos primeiros dias ap6s a cirurgia

interferindo no perfil hormonal em ratas clipadas, e portanto no ciclo estral.

3. Comportamento Sexual

Na noite do proestro, as ratas apresentam receptividade sexual decorrente do
aumento de estradiol e progesterona que atuam em estruturas do SNC (PFAFF;
VASUDEVAN; ATTARDI, 2000). Em nosso trabalho, ratas hipertensas em proestro
apresentaram reducdo no quociente de lordose, efeito que néo é decorrente de problemas
motores nestes animais, pois a frequéncia e a duragdo de locomocgdo durante o registro

dos pardmetros comportamentais nao foram alteradas (Figura: 11A e 11B). Além disso,
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a reducdo da lordose em ratas ndo se deve a problemas na esteroidogénese ovariana, ja
que nossas ratas ndo apresentaram alteracdo no perfil de secrecdo para o estradiol na
tarde do proestro (Figura: 13).

BREIGEIRON (2005) verificou que em ratos com hipertensdo renovascular ha
uma reducéo da frequéncia de monta com intromisséo, prolongada laténcia para iniciar a
monta com intromissédo, longos intervalos entre monta com intromissdo e ejaculagéo e
aumento da duracdo do intervalo pds-ejaculatério, com diminuicdo do nUumero de
animais que ejaculam e que retomam a atividade sexual apos a ejaculacdo, quando
comparados aos ratos do grupo FICT.

Diversos estudos epidemioldgicos com mulheres e homens demonstraram que
pacientes hipertensos apresentam disfuncdo sexual (LEWIS et al., 1998; DUNCAN et
al., 2000; MOREIRA et al., 2001; FERRARIO & LEVY, 2002; SASAYAMA et al.,
2003; FOGARI et al., 2004). No presente estudo, nas fémeas com hipertensdo
renovascular, um possivel efeito inibitorio direto e indireto da Ang Il no MeA, APOM,
VMH, e PAG, regides que sdo importantes para o comportamento de lordose em ratas
(RAJENDREN; DUDLEY; MOSS, 1991; RAJENDREN & MOSS, 1993;
BEHBEHANI, 1995; PFAFF; VASUDEVAN; ATTARDI, 2000), pode ser o fator que
esteja reduzindo a receptividade nestes animais.

A Ang Il € reconhecida como um fator importante na patogénese da hipertensdo
experimental e clinica (DeFORREST et al., 1982; MARTINEZ-MALDONADO, 1991,
NISHIMURA et al., 1992; KAGIYAMA et al.,, 2001). O modelo de hipertensdo
renovascular é caracterizado por apresentar elevadas concentracdes plasmaticas de Ang

Il (RUCKIZA & LEENEN, 1994), e ja na quarta semana apds a estenose da arteria renal
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a Ang Il central apresenta-se elevada (MORISHITA et al., 1993). Estudos evidenciaram
que microinjecdes icv de Ang Il inibem o comportamento sexual em machos (CLARK,
1989) sendo este efeito mediado pelo receptor AT; (CLARK & KEATON, 1998).
Também, microinjecdes de Ang Il no nucleo MeA diminuem o comportamento sexual
em ratos machos (BREIGEIRON et al., 2002) e fémeas (CECCONELLO, 2005).

Além do possivel efeito inibitdrio da elevacdo da concentracdo da Ang Il central
sobre o comportamento sexual na rata hipertensa, especulamos uma provavel agdo
inibitoria da Ang Il periférica sobre o reflexo de lordose na rata hipertensa, com base nas
seguintes evidéncias: a) o orgdo subfornicial (SFO) - 6rgdo circunventricular - possui
receptores para Ang Il circulante (LENKEI et al., 1997); b) o SFO envia projecdes para
0 nucleo pré-optico mediano (MnPO) (KOLAJ; BAI; RENAUD, 2004), que tambem &
ricamente inervado por terminages nervosas imunorreativas a Ang Il, cujas aferéncias
provéem do SFO (LIND; SWANSON; GANTEN, 1985). O MnPO esta relacionado com
o controle da ingesta hidrica, cardiovascular (LENKEI et al., 1997), e fungdo
reprodutiva (BHAT et al., 1995); ¢) o MnPO envia eferéncias para o nucleo
paraventricular (PVVN) (TANAKA et al., 1993a; STOCKER & TONEY, 2005); d) alem
disso, o SFO em resposta a Ang Il também apresenta projecdes diretas para 0 PVN
(TANAKA et al., 1985). Sugerimos portanto, que a Ang Il periférica elevada, que
caracteriza 0 modelo de hipertensdo renovascular usado em nosso trabalho, através das
duas vias citadas acima, ndo somente contribua para o controle da ingesta hidrica e
cardiovascular, como estd bem estabelecido (TANAKA et al., 1993a; TANAKA &
NOMURA, 1993; TANAKA et al., 1993b; STOCKER & TONEY, 2005), mas que

possa estar envolvida na reducdo do comportamento de lordose, pelo fato de se saber
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que: a) existem projecfes do PVN para o nlacleo MeA (OLMOS; BELTRAMINO;
ALHEID, 2004); b) o nlcleo MeA ¢ importante no comportamento sexual da rata, por
enviar eferéncias tanto para a APOM quanto VMH (CANTERAS; SIMERLY;
SWANSON, 1995), e sua ativagdo ndo s6 estimula o VMH (SAKUMA & PFAFF,
1982), como também promove a lordose (MASCO & CARRER, 1980); c) e que
segundo SWANSON & PETROVICH (1998) o nucleo MeA possui neurdnios
gabaérgicos, sugerindo que suas eferéncias sdo predominantemente gabaérgicas. Desta
forma, Ang Il elevada ativando esta circuitaria, poderia estar aumentando as saidas
inibitérias do nucleo MeA para a APOM, reduzindo portanto, a lordose na rata
hipertensa, mesmo sob concentra¢des adequadas de estradiol como pode ser verificado
no perfil plasmético na tarde do proestro para este hormoénio nos animais 2R/1C-H.

A APOM é uma regido importante no comportamento sexual da rata (KATO &
SAKUMA, 2000), participa na inibicao tonica da lordose (TAKEO; CHIBA; SAKUMA,
1993) quando hé baixas concentracGes de estrogeno, enviando projecdes inibitdrias para
a PAG e area tegmental ventral do mesencéfalo (ARENDASH & GORSKI, 1983;
HASEGAWA et al., 1991; SAKUMA, 1994). E possivel que um efeito inibitdrio do
nucleo MeA sobre a resposta sexual, seja dado por neurbnios gabaérgicos do nucleo
MeA, que fazem sinapse com neurénios da APOM, impedindo-os de responderem ao
estrégeno (SAKUMA, 1994).

Por outro lado, a reducdo do comportamento sexual em machos com hipertensao
renovascular tratados com nifedipina que normaliza a pressdo arterial, mas néo interfere
nas concentracbes plasmaticas de Ang |Il, apresentam um padrdo normal de

comportamento sexual (BREIGEIRON, 2005). Assim, efeitos da pressdo arterial
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sistémica sobre o comportamento sexual, e ndo do aumento da Ang Il, ndo podem ser
descartados como os responsaveis pela reducdo do comportamento de receptividade na
rata submetida ao clampeamento da artéria renal. A PAG, regido do mesencéfalo em
torno do aqueduto cerebral, cuja estimulagdo diretamente ativa neurbnios que se
projetam para medula espinhal, ativando motoneurdnios dos musculos dorsais
responsaveis pela lordose, também estd envolvida no controle autonémico
(BEHBEHANI, 1995). Segundo BEHBEHANI (1995) existe uma integracdo das
funcbes da PAG, dentre elas interacdo das regides envolvidas com o comportamento de
lordose e regulagdo autondmica. Portanto, a proximidade das areas envolvidas no
controle cardiovascular e comportamento sexual na rata, pode na hipertenséo levar a

ruptura na execucdo apropriada do comportamento sexual.

4. Ovulagéo

Nossos resultados demonstraram que ratas 2R/1C-H e 2R/1C apresentam uma
reducdo no numero de Avulos. Apesar de haver poucos dados na literatura que
verificaram a ovulacdo em ratas hipertensas, nossos resultados corroboram com os de
HASHIMOTO & KIMURA (1989), os quais verificaram que ratas espontaneamente
hipertensas apresentam menor ndmero de 6vulos quando comparado a ratas Wistar-
Kyoto.

Sabe-se que 0 aumento no LH plasmético no proestro é o evento chave para que
ocorra a ovulacdo. O LH promove retorno da meiose do ovdcito e enfraquece a parede

de células em torno dos foliculos permitindo expanséo deste, e finalmente, a ovulagéo
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(SCHWARTZ, 2000). Em nosso trabalho a reducdo do numero de dvulos em ratas
2R/1C-H ndo foi relacionada a alteracdo no contetdo total de LH na tarde do proestro,
porém houve uma alteracdo no perfil de secrecdo para LH, sendo evidenciada uma
menor concentracdo plasmatica de LH as 16:00h em relacdo aos demais grupos, e que
assim como verificado por HASHIMOTO E KIMURA (1989) em ratas
espontaneamente hipertensas, o pico plasmatico de LH parece apresentar um atraso em
relacdo as ratas FICT e 2R/1C. Esta modificacdo do perfil plasmético de LH, associada
aos valores normais de estradiol, indica um possivel efeito central da Ang Il e/ou dos
mecanismos de regulacdo da pressdo sobre a secrecdo de LH, que poderiam estar
contribuindo para a reducéo do numero de évulos em ratas 2R/1C-H.

A reducdo do nimero de oOvulos em ratas 2R/1C-H, verificada neste estudo,
também pode ser associada a elevacdo da concentracdo de Ang Il circulante que
caracteriza este modelo (RUZICKA & LEENEN, 1994; NAVAR et al., 1998), pois, em
ratas hipertensas transgénicas (mRen-2)27, e em ratas Sprague-Dawley que foram
submetidas a infusdo com Ang Il por 12-14 dias, ocorre uma reducdo no numero de
foliculos antrais grandes e foliculos pré-ovulatérios (GOOYER et al., 2004), e além
disso como j& mencionado, verifica-se reducdo da expressdo do RNAm para o receptor
AT;a no ovario, sem alteragdo para o receptor AT, (GOOYER et al., 2004). O receptor
AT estd envolvido com crescimento celular e propriedades angiogénicas da Ang Il
(CHUNG et al., 1998). Pode ser que nestes sitios a Ang Il influencie processos como
fluxo sanguineo, vascularizacdo, crescimento dos foliculos via AT;a (GOOYER et al.,
2004). Por outro lado, o AT, esta envolvido com apoptose, e formacdo de foliculos

atrésicos (SPETH; DAUBERT; GROVE, 1999; KOTANI et al., 1999). Portanto, a
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elevacdo na concentragdo plasmatica de Ang Il no modelo de hipertensdo utilizado em
nosso estudo, pode também estar resultando numa menor razdo receptor AT:/AT, no
ovario, o que levaria a reducdo na maturacao folicular, menor nimero de foliculos pre-
ovulatorios, e consequentemente menor nimero de 6vulos liberados. Assim, a reducao
da ovulacdo em ratas 2R/1C-H, mesmo apresentando conteldo total de LH e FSH
normal na tarde do proestro, quando comparado ao grupo FICT, pode ser devido a
problemas no ovario, possivelmente quanto a relacdo receptor AT,/AT,, que resultaria
em uma maior formacao de foliculos atrésicos.

E necessario ressaltar que um dos determinantes da reducio do nimero de 6vulos
nas ratas 2R/1C-H pode ser a possivel ruptura na integridade do SRA ovariano nestes
animais, ja& que este sistema é importante para a ovulacdo (PELLICER et al., 1988;
YOSHIMURA et al., 1992; SAHIN et al., 1997) e esteroidogénese (BUMPUS et al.,
1988). Como verificado por GOOYER et al. (2004), a infuséo de Ang Il por 12-14 dias
em ratas promove reducdo da concentracdo de renina ovariana, 0 que se refere ao
classico feedback negativo da Ang Il sobre a secrecdo de renina, como por exemplo a
acdo da Ang Il via AT; reduzindo a secre¢do de renina renal (MATSUSAKA &
ICHIKAWA, 1997). Sugerimos que nos animais 2R/1C-H, este mecanismo de feedback
negativo sobre a renina ovariana esteja acontecendo, e desta forma, menor produgéo de
Ang Il no micromeio do ovario e consequentemente reducdo da ovulacao.

Outro aspecto importante a considerar, quanto a reducdo do nimero de évulos, é
que em nosso trabalho o perfil de secrecdo para o FSH na tarde do proestro para ratas
2R/1C-H ndo foi alterado (Figura: 17). Este resultado corrobora com a possibilidade de

que alteracGes quanto a acdo do FSH e a ligacdo do LH a seus receptores no ovario,
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pode estar reduzindo a ovulacdo nas ratas hipertensas, pois 0 FSH induz a maturacéo
folicular elevando o conteddo de receptores para LH (FINK, 2000; SCHWARTZ,
2000). Os foliculos pré-ovulatorios apresentando aumento nos niveis de receptores para
LH estdo aptos a ser liberados (KOTANI et al., 1999) em resposta ao pico de LH que
ocorre na tarde do proestro (BUTCHER; COLLINS; FUGO et al., 1974; SMITH;
FREEMAN; NEILL, 1975; FREEMANN, 1994). Como verificaram KOTANI et al.
(1999) a cultura de células da granulosa na presenca de FSH (50 ng/mL) e Ang Il
(100nM) de ratas tratadas com diethylstilbestrol, reduziu o aumento da ligacéo de **I-
gonadotrofina coridnica humana ao receptor de LH, e esta supressdo do efeito do FSH,
foi revertida pelo antagonista do receptor AT,, PD-123319.

Outra agdo possivel que contribuiria para a reducdo do nimero de dvulos nos
animais 2R/1C-H, seria a diminui¢do do fluxo sangiiineo para o ovario. Nosso modelo
de hipertensdo caracteriza-se pela elevagdo da Ang Il, potente peptideo vasoconstritor
(FITZSIMONS, 1998). Sabe-se que na hipertensdo a elevacdo da pressao arterial é
sustentada por véarias acdes dentre elas vasoconstricdo arteriolar (RUZICKA &
LEENEN, 1994; NAVAR et al., 1998). A vasoconstricdo nas artérias do ovario pode
estar afetando o fluxo sangiiineo ovariano e assim em déficit do nimero de ovulos
liberados, pois como sugerido por ACOSTA & MIYAMOTO (2004), no ovario o
aumento do fluxo sangliineo para a camada de células em torno dos foliculos ovulatérios
pode participar no aumento do suprimento de gonadotrofinas, nutrientes, hormonios e
outros componentes sangliineos importantes para a ovulagéo.

Com relagéo a reducdo do numero de dvulos no grupo 2R/1C, sugerimos que a

reducdo do fluxo sanguineo renal devido a colocacdo do clipe, e aumento da secrecdo de
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renina e consequente elevagdo da concentracdo plasmatica de Ang Il nos primeiros dias
apos a cirurgia, pode ter resultados que se verificam a longo prazo, j& que
fisiologicamente a reducdo do numero de 6vulos é mais acentuada nas 2R/1C-H,
enquanto as 2R/1C parecem estar num periodo de restabelecimento a valores normais.
Esta reducdo no ndmero de évulos nos animais 2R/1C possibilita especular que a
reducdo do fluxo sanguineo, e nivel sisttmico de pressdo arterial podem ndo estar
diminuindo a ovulagdo nos animais hipertensos, e sim que este desfecho sobre a

ovulacdo possa ser dependente da concentracéo de Ang Il.

Nossos resultados demonstram que a hipertensdo renovascular esta relacionada
com disfungéo sexual em fémeas, e que esta pode ser decorrente da concentracdo de Ang
Il circulante e/ou da elevacdo da pressao arterial sisttmica. Cabe salientar a necessidade
de estudos complementares que verifique o desenvolvimento folicular em ratas que
foram submetidas ao clampeamento da artéria renal e que desenvolveram ou n&o
hipertensdo. Além disso, avaliar as concentragdes plasméticas de FSH na madrugada do
estro, assim como a quantificacdo da concentragdo plasmatica e central de Ang II, renina
plasmatica e ovariana. Esses dados futuros contribuiriam para responder, em parte, o
porqué de ratas 2R/1C-H apresentarem reducdo na capacidade reprodutiva, e dos
animais 2R/1C-H e 2R/1C apresentarem semelhancas nos parametros: regularidade do

ciclo estral e ovulagéo.
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A interpretacdo dos resultados deste trabalho encaminham para as seguintes

conclusdes:

A implantacdo do clipe na artéria renal esquerda desenvolveu hipertensao

em 55% das ratas.

A hipertenséo renovascular reduz a capacidade reprodutiva de fémeas,
como verificado pela redugdo do nimero de ratas que ciclam regularmente,

diminuicdo do comportamento de lordose e ovulagao.

H& prejuizos semelhantes com relacdo a regularidade do ciclo estral e
ovulacdo em ratas 2R/1C-H e 2R/1C, porém fisiologicamente os animais
2R/1C parecem estar retornando a regularidade dos parametros acima

citados.

Os prejuizos sobre a funcdo reprodutiva nas ratas clipadas ndao se deve a
alteracdo na esteroidogénese ovariana e secrecdo de FSH na tarde do

proestro.
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e A Ang Il e/ou o estado hipertensivo, pode estar mediando muitas das
alteracbes comportamentais, enddcrinas e vasculares importantes no

processo reprodutivo.
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