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Sempre alimentei um grande desejo de diferenciar o verdadeiro do falso, para ver com clareza

minhas a¢des e caminhar com seguranca nessa vida.

René Descartes

A sorte favorece a mente bem preparada.

Louis Pasteur

As pessoas estdo sempre culpando as circunstancias pelo que elas séo. Eu ndo acredito em
circunstancias. As pessoas que progridem nesse mundo sdo as pessoas que se levantam e
procuram pelas circunstancias que elas querem, e, se elas ndo conseguem encontra-las, elas

mesmas as fazem.

George Bernard Shaw



RESUMO

Alves-Pereira, Jorge Luiz. Estudo dos efeitos da dieta de alta densidade energética sozinha
ou combinada a bloqueadores do sistema renina angiotensina sobre os testiculos de
camundongos. 2015. 71f. Tese (Doutotorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é considerada um fator de risco para a saude
reprodutiva masculina e tem o potencial de alterar a espermatogénese (producdo de
espermatozdides) e a esteroidogénese (producdo de androgeno), além de promover
importantes alteracbes morfologicas no érgdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar se
drogas anti-hipertensivas que bloqueiam o sistema renina angiotensina (SRA) em diferentes
niveis possui efeitos sobre a esteroidogénese e a morfologia testicular de camundongos
hipertensos devido a ingestdo de uma dieta de alta densidade energética (HED).
Camundongos C57BL/6 foram alimentados com a dieta HED durante oito semanas e
posteriormente tratados com alisquireno (50 mg/kg/dia), enalapril (30 mg/kg/dia) ou losartana
(10 mg/kg/dia) por um periodo adicional de seis semanas. A presséo arterial sistolica (PAS)
foi avaliada quinzenalmente e ao término do experimento todos os animais foram sacrificados
por sobredose anestesica. As amostatras foram testadas quanto sua homocedasticidade e as
diferencas entre os grupos foram testadas pela analise de variancia one-way (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Holm-Sidak e em todos os casos, 0 nivel de significancia adotado
foi de P <0,05. A dieta HED levou a um aumento significativo na PA (P < 0,05). Apos a
administracdo dos respectivos medicamentos, todos o0s tratamentos resultaram na
normalizacdo da PAS. O perfil lipidicio de todos os grupos alimentados com dieta HED
apresentaram aumento significativo. Em relacdo a funcdo reprodutiva, ocorreu uma
diminuicdo significativa da testosterona, estradiol e do horménio luteinizante (LH) séricos, a
expressdo génica e proteica da enzima aromatase, do receptor do horménio luteinizante (LH-
r) e da steroidogenic acute regulatory protein (StAR). Além disso, a expressdo proteica da
enzima conversora da angiotensina (ECA), do receptor tipo 1 da Ang Il (AT1R) e da renina
também foram significativamente diminuidos nos grupos que receberam a dieta HED. Dentre
0s tratamentos, apenas o enalapril foi capaz de reverter as alteracdes. Além disso, a expressao
proteica da ECA, AT1R e da renina foram mais baixos em todos os grupos HED, exceto no
grupo que recebeu o enalapril. Os grupos que receberam dieta HED também apresentaram
alteracdes morfoldgicas, sendo o enalapril o Unico capaz de reverter essas alteracdes. Como
apenas o inibidor da ECA foi capaz de reverter as alteracbes hormonais e morfologicas
testiculares causadas pela dietade alta densidade energética podemos sugerir que o enalapril
deve ser a droga de escolha para pacientes que apresentem disfuncéo reprodutiva anterior.

Palavras-chave: Dieta. Estereologia. Hipercolesterolemia. Hipertensdo. Morfometria. Sistema

renina-angiotensia. Testiculos.



ABSTRACT

Alves-Pereira, Jorge Luiz. Effects of high energy density diet alone or in combination with
blockers of the renin angiotensin system in testis of mice. 2015. 71f. Tese (Doutotorado em
Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Hypertension is considered a risk factor for male reproductive health and has the
potential to change the spermatogenesis (sperm production) and steroidogenesis (androgen
production), and promote important morphological changes in the body. The aim of this study
was to evaluate whether the anti-hypertensive drugs that block the renin-angiotensin system
(RAS) at different levels have effects on the steroidogenesis and testicular morphology in
hypertensive mice due to ingestion of a high energy density (HED) diet. Mices C57BL6 were
fed a diet HED for eight weeks and then treated with aliskiren (50 mg/kg/day), enalapril (30
mg/kg/day) or losartan (10 mg/kg/day) for an additional six weeks. Blood pressure (BP) was
evaluated every two weeks until the end of experiment and all animals were sacrificed by
anesthetic overdose. Differences between groups were tested by one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Holm-Sidak post-test and in all cases, the significance level was set
at P <0.05. The high energy density diet led to a significant increase in BP (P < 0.05). After
administration of the medication, all treatments resulted in normalization of BP. The lipidic
profile of all groups fed HED diet showed a significant increase. Regarding reproductive
function, there was a significant decrease in testosterone and estradiol serum levels, gene and
protein expression of the aromatase enzyme, the luteinizing hormone receptor (LH-r), and
steroidogenic acute regulatory protein (StAR). Furthermore, the expression of the protein
angiotensin converting enzyme (ACE), receptor type 1 Ang Il (AT1R) and renin were
significantly decreased in the groups that received the HED diet. Among the treatments, only
enalapril was able to reverse the changes. Furthermore, ACE, renin and AT1R protein
expression were lower in all HED groups but the group treated with enalapril. The groups that
received HED diet also presented morphological changes, and once again only enalapril could
reverse these changes. As the ACE inhibitor was the only one able to reverse the hormonal
and testicular morphological alterations caused by high energy density diet we could suggest
that enalapril should be the drug of choice for patients who present reproductive dysfunction
prior treatment.

Keywords: Diet. Hypercholesterolemia. Hypertension. Morphometry. Renin-angiotensin
system. Stereology. Testis.
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INTRODUCAO

Densidade energética refere-se a quantidade de energia num determinado peso de
alimento (quilojoules por grama ou kcal por grama) (1). O consumo dessas dietas com alta
densidade energética estdo relacionados com a elevada prevaléncia de dislipidemia,
aterosclerose e hipertensdo (2, 3). Estudos tém associado a hipertensdo com disfuncéo erétil,
diminuicdo da libido e ejaculacdo (4, 5), porém sua natureza permanece complexa e
controversa.

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) tornou-se uma preocupacao crescente de salde
publica, particularmente em paises em desenvolvimento, com uma prevaléncia estimada de
37% da poulacéo adulta, em comparacdo com 22% em nac¢des industrializadas (6). Estima-se
que no Brasil tenha diminuido aproximadamente 6% nas ultimas trés décadas, mas ainda afeta
30% da populacéo adulta no pais (7).

O sistema renina-angiotensina (SRA) circulante desempenha um papel importante no
controle da pressdo sanguinea e no equilibrio eletrolitico do organismo, e consequentemente,
na patologia da hipertenséo, agindo principalmente através dos efeitos da angiotensina (Ang)
Il (Ang I1) através do receptor do tipo 1 da angiotensina Il (AT1R) (8). O SRA classico
conhecido por décadas pela acdo do seu peptideo Ang Il na regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico e da funcédo cardiovascular, tem sofrido substanciais alteraces conceituais,
deixando de ser uma cascata linear de protedlises limitadas para se tornar um sistema
complexo, com multiplos receptores e mediadores (9).

O conceito classico do SRA, como um regulador do sistema enddcrino da funcéo renal
e cardiovascular sofreu uma mudanca (10, 11). A identificacdo de varios componentes do
SRA, como a pro-renina, renina, angiotensinogénio, Ang I, Ang Il, enzima conversora de
angiotensina (ECA) e da ECA 2, nos testiculos e epididimo de seres humanos e mamiferos
(12-16) indica fortemente a existéncia de um SRA local envolvido na reproducdo masculina
(17). No aparelho reprodutor masculino, o papel do SRA local parece possuir grande
importancia para a fertilidade (18).

Os testiculos fazem parte do sistema reprodutor masculino, e é a glandula onde o
espermatozdide e a testosterona sdo produzidos. Estdo contidos no escroto e sdo compostos de
tecido conjuntivo denso, contendo cerca de trés centenas de compartimentos internos
chamados l6bulos. Cada um desses l6bulos contém um namero de pequenos tubulos
altamente enrolados em que o espermatozoide é produzido, a testosterona é produzida em

células localizadas na zona entre os l6bulos.
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1 DIETA DE ALTA DENSIDADE ENERGETICA

Um possivel indicador da qualidade da dieta, é a densidade energética. Esta exerce
importante papel no consumo de alimentos e energia, por atuar na regulacdo da ingestéo
energética, e, a longo prazo no peso corporal dos individuos (19). A densidade energética é
definida como a energia disponivel por unidade de peso (Quilojoules/g ou Quilocalorias/g) e
relaciona-se a quantidade de agua nos alimentos. Esses alimentos com elevada quantidade de
agua em sua composi¢cdo, como frutas, legumes e verduras, apresentam baixa densidade
energética, enquanto os com baixa quantidade de &gua, tais como farinhas, grdos, agucar,
6leos e manteiga, possuem alta densidade energética (20). Em termos praticos, dietas
compostas por alimentos ricos em lipidios, carboidratos simples, com baixo contetdo de agua
e de fibras, apresentam alta densidade energética (21). Assim, 0 aumento da densidade
energética favorece o ganho de peso e 0 aumento na prevaléncia de excesso de peso (3).

Em termos de recomendacdo para a densidade energética da dieta, o que se tem € um
valor proposto pelo World Cancer Research Fund, o qual recomenda que, como estratégia
para prevencdo de ganho de peso e meta de salde publica, a dieta deve ter 1,25 kcal/g,
considerando no calculo, apenas a incluséo de alimentos.

O aumento na prevaléncia do excesso de peso esté associado a mudangas no padrao da
alimentacdo. A evolucdo temporal da disponibilidade domiciliar de alimentos nas areas
metropolitanas do Brasil, considerando o periodo 1974-2008, evidenciou variagdes
importantes na composicdo da dieta, seja na distribuicdo de macronutrientes ou na
participacdo relativa de alimentos. Destaca-se ainda 0 aumento da proporcéo de gorduras e
diminuicdo de carboidratos na dieta, além de maior participacdo de embutidos, Oleos e
gorduras vegetais, biscoitos, refeicdes prontas, agucar e refrigerantes. Enquanto a participacao
de frutas e hortalicas permaneceu relativamente constante durante todo o periodo, com valores
muito aquém das recomendacoes (22, 23).

As maiores disponibilidades de alimentos de alta densidade energética assim como
habitos de vida sedentarios introduziram uma nova ameaca a sobrevivéncia humana: a

obesidade e suas comorbidades (24).
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1.1 Dieta, obesidade e sobrepeso

No contexto do crescimento da epidemia da obesidade (25), tem sido sugerido que o
aumento da disponibilidade energética e, portanto, o consumo de energia (26),
independentemente de alteracdes na atividade fisica, sdo suficientes para explicar os aumentos
observados na massa corporal a nivel da populacdo (27). Sabe-se que o0 sobrepeso e a
obesidade podem ser atribuidas em parte, a0 maior acesso aos alimentos industrializados, que
acompanha a urbanizacdo, juntamente com a falta de informacéo adequada, que induz a erros
alimentares como o aumento do consumo de alimentos ricos em sal e gorduras (28).

Existe atualmente uma crescente preocupacdo mundial com o aumento da prevaléncia
de sobrepeso e obesidade (indice de massa corporal >25kg/m? e >30kg/m?, respectivamente)
(29). Considerada atualmente como epidemia, a obesidade vem crescendo de forma alarmante
tanto nos paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, acarretando enormes
prejuizos & sociedade (30). E uma doenca crénica caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura corporal, podendo por si s6 contribuir para o desenvolvimento de comorbidades como
diabetes, hipertensdo, doencas coronarianas, dislipidemias e outras que contribuem de forma
importante para reduzir a qualidade e a expectativa de vida. E reconhecido que os fatores
genéticos tém um papel importante sobre a obesidade, porém € necessario analisar o
comportamento e o ambiente em que a familia se encontra, pois se estes ndo forem
controlados, podem tornar o individuo mais suscetivel a essa doenca (31). Acredita-se que 0sS
fatores ambientais e comportamentais - sedentarismo e excesso de energia consumida - sejam
0s mais relevantes na incidéncia da obesidade do que os fatores genéticos (32, 33).

Estudos indicam que o excesso de tecido adiposo, principalmente na regido
abdominal, estd intimamente relacionado ao risco de desenvolvimento de doenca arterial
coronariana, HAS, diabetes mellitus (DM) e dislipidemias (34, 35). E essa associacédo eleva-se
a medida que o indice de massa corporal aumenta (36). A maior parte dessas doencas esta
relacionada a acdo do tecido adiposo como érgdo enddcrino, uma vez que 0s adipOcitos
sintetizam diversas substancias como adiponectina, glicocorticoides, fator de necrose tumoral
alfa, horménios sexuais, interleucina-6 e a leptina, que atuam no metabolismo e controle de
diversos sistemas (37, 38).

Obesidade e HAS estdo intimamente relacionados, sendo sua prevaléncia cerca de
50% maior nos individuos obesos. Além disso, o ganho de peso pode causar elevacdo da HAS

e, ao contrério, a reducdo de peso pode diminuir a HAS. No entanto, 0S mecanismos
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fisiopatoldgicos que favorecem o desenvolvimento de HAS na obesidade sdo complexos e
multifatoriais. Dentre estas alteracOes destacam-se alteragcbes hemodindmicas sistémicas e
renais, resisténcia a insulina com hiperinsulinemia compensatéria, ativacdo do sistema

nervoso simpatico e do SRA e efeitos da leptina plasmatica (39, 40).

1.2 Hipertensao arterial sistémica (HAS)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas cardiovasculares
sdo as principais causadoras de morte, estando a HAS entre uma das doencgas responsaveis
(41). A HAS é uma condigdo clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados da pressdo arterial sistolica (PAS). Associa-se frequentemente a alteracGes
funcionais e/ou estruturais dos orgaos-alvo (coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a
alteracdes metabolicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais
e ndo-fatais (42).

A HAS tem alta prevaléncia e baixas taxas de controle. E considerada um dos
principais fatores de risco modificaveis e um dos mais importantes problemas de saude
publica. Em 2001, cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo foram atribuidas a elevacéo da
PAS (54% por acidente vascular encefalico e 47% por doenca isquémica do coragéo), sendo a
maioria em paises de baixo e médio desenvolvimento econdmico e mais da metade em
individuos entre 45 e 69 anos. Em nosso pais, as doencas cardiovasculares tém sido a
principal causa de morte, entre 1990 a 2006, observou-se uma tendéncia lenta e constante de
reducdo dessa taxa (42).

Dentre os fatores que predispdem para o surgimento da HAS incluem-se: idade, que
estd relacionada ao envelhecimento, na qual a musculatura e o tecido de revestimento dos
vasos sofrem alteracdes, porém estas ndo descartam a possibilidade desta doenca em criancas
e adolescentes; sexo, aspecto que atinge em sua maioria 0s homens; etnia, a incidéncia é
maior em negros, principalmente na faixa etaria entre 35 a 44 anos. Entre outros, como:
fatores socio-econémicos, dislipidemias, DM, obesidade, apnéia obstrutiva do sono, consumo
abusivo de sddio, gorduras e alcool, tabagismo, estresse, uso de contraceptivos e sedentarismo
(43, 44).

O processo de aparecimento da HAS depende da relagdo entre fatores genéticos e

ambientais, no entanto ndo sabe-se claramente como estas interagdes acontecem. Sobretudo,
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sabe-se que esta associada a modificacGes funcionais do SRA, do sistema nervoso autbnomo
simpatico, além da disfuncdo endotelial e outros mecanismos humorais (45).

A principal finalidade do tratamento anti-hipertensivo é prevenir a morbidade e
reduzir a mortalidade cardiovascular associadas a HAS. A eficacia dos medicamentos anti-
hipertensivo hoje disponiveis estd bem determinada. O tratamento ndo medicamentoso
também reduz a PAS, e se associado ao uso de medicamentos pode melhorar a sua eficécia.
Para o tratamento da HAS deve se considerar, portanto: mudancgas de estilo de vida ou
tratamento ndo medicamentoso e a instituicdo de tratamento medicamentoso (46-48).

Os farmacos utilizados para a diminuicdo da PAS sdo: diuréticos, inibidores
adrenérgicos (principalmente a e  bloqueadores), inibidores dos canais de calcio, inibidores
da ECA, bloqueadores do AT1R, inibidores direto da renina e vasodilatadores direto (42).

O SRA é alvo constante para o tratamento da HAS. Tem sido atribuido papel relevante
a hiperatividade desse sistema na fisiopatologia e etiologia da obesidade, DM2 e sintomas da
sindrome metabdlica (49). Isso faz com que os blogueadores do SRA, seja, uma das classes de
escolha para o tratamento de pacientes hipertensos devido a sua ampla gama de beneficios
cardiovasculares e efeitos pleiotropicos (50).

Disfuncao sexual inclui problemas relacionados ao libido, orgasmo, ejaculacéo e, na
maioria das vezes, a erecdo (51). E um problema de sadde publica, de grande prevaléncia
global em homens e mulheres (52, 53), que se relaciona com as principais doencas
cardiovasculares e metabdlicas, como HAS, doenca arterial coronariana e insuficiéncia
cardiaca (54, 55).

1.3 Sistema renina angiotensina (SRA)

Em 1898, Tiegerstedt e Bergman iniciaram as descobertas do SRA, e, trabalhos
posteriores, mais precisamente em 1940 e 1950, reconheceram e demonstraram a sua acao. O
SRA foi pensado como um sistema endocrino pelo qual o rim influencia a regulacéo
cardiovascular sistémica e o balanco hidroeletrolitico (56). No inicio da década de 1970 foram
descobertos peptideos que inibem a formacdo de Ang I, assim revelando importantes funcées
fisiologicas e fisiopatoldgicas desempenhadas pelo SRA, o que permitiu se estender muito

além do conceito inicial.
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O conceito atual é que o SRA desempenha um importante papel na regulacdo da PAS,
equilibrio hidroeletrolitico, estruturacdo e funcdo cardiovascular (57). A maior parte de suas
acoes fisiologicas é exercida pela Ang Il, um potente peptideo bioldgico, que esta relacionado
com a etiologia da HAS e outras formas de doencas cardiovasculares e renais (58). Varias
consequéncias hemodindmicas e humorais tém sido relacionadas a ativagdo do SRA, como
isquemia miocardica, hipertrofia ventricular esquerda, arritmias, aumento do estresse
oxidativo, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia vascular, além, das alteracGes renais
(59).

No SRA classico sistémico, a formacdo da Ang Il envolve uma série de clivagens
proteoliticas sequenciais do angiotensinogénio (Figura 1), uma proteina derivada
principalmente da zona pericentral dos I6bulos hepaticos, que circula como um peptideo
bioldgico inativo. O angiotensinogénio circulante sofre agéo da renina, sendo desdobrado no
decapeptideo Ang I. A renina é a principal limitante da taxa de producdo de Ang Il, uma
enzima sintetizada e armazenada sob a forma inativa, denominada pré-renina, nas celulas
justaglomerulares dos rins e ativada pela queda da PAS (56).

A Ang | é desprovida de acdo vascular, mas ao sofrer hidrolise através da acdo da
ECA, tém-se o octapeptideo ativo Ang Il. A ECA € uma metaloprotease de ligacdo de
membrana, predominantemente encontrada no endotélio dos vasos dos pulmdes (60). Esta
enzima também causa a degradacdo da bradicinina, o principal efetor do sistema calicreina-
cinina, devido a sua semelhanca com a cininase Il. A bradicinina é um potente peptideo
vasodilatador e cardioprotetor, que estimula a liberacdo de outros vasodilatadores
importantes, como o Oxido nitrico, prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio, proporcionando inclusive beneficios endoteliais contra remodelacdo, aterosclerose
e trombose, através dos receptores B1 e B2 (Figura 1) (61, 62).

O gene da ECA resulta em duas diferentes proteinas devido ao uso de diferentes
promotores formados durante a duplicacdo genética. Estudos recentes demonstraram a
expressdo génica da ECA em diferentes tecidos, tendo sido possivel identificar duas formas
distintas de ECA: a ECA somatica (ECA), produzida no endotélio vascular e em outros
epitélios, e a ECA testicular (ECAL), expressa quase exclusivamente nos testiculos e que tem
um papel crucial na formacdo dos espermatozoides, e com tracos de expressdo no jejuno,
pancreas e baco (63, 64).

A ECA somatica € uma proteina com dois dominios homélogos e dois sitios
cataliticos. Delecdo no gene alvo da ECA somatica, em camundongos, causa hipotenséo,

desenvolvimento impréprio dos rins e reducdo da fertilidade em machos (65). A isoforma
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somatica apresenta massa molecular de 150 a 180 kDa, sendo expressa em células endoteliais,
epiteliais e neuronais (66).

A ECA é capaz de hidrolisar uma variedade enorme de peptideos biologicamente
ativos, alem da angiotensina | e da bradicinina. Dentre estes substratos estdo o horménio
luteinizante (LH) (67), Ang (1-7) e a neurotensina (68).

Mais recentemente, dois grupos publicaram trabalhos paralelos e independentes,
revelando um novo gene homélogo humano da ECA, que foi chamado de ECA 2 (69) ou
ECAH (70) localizada no cromossomo Xp22. Trata-se de uma carboxipeptidase, associada a
membrana e que é expressa predominantemente pelo endotélio e que ndo sofre a acdo dos
inibidores da ECA. E altamente expressa nos testiculos, tecidos renais e cardiovasculares, e
tecidos gastrointestinal (71). Diferentemente do que ocorre com a ECA, a ECA 2 ndo é
inibida pelo lisonopril ou captopril (69). Em relagéo ao SRA, a ECA 2 somente hidrolisa com
alta eficiéncia catalitica a Ang Il. Outros componentes do SRA, como a Ang I, Ang (1-5),
Ang (1-7) e Ang (1-9), sé&o pobremente ou ndo sdo hidrolisadas pela ECA 2. Evidéncias
bioguimicas indicam que a ECA e a ECA 2 podem ter fungcdes complementares. Assim, a
ECA gera a Ang Il e a ECA 2, por sua vez degrada a Ang Il em Ang (1-7) (72), cujos 0s
efeitos vasodilatadores e anti-hipertensivos sdo contrarreguladores das aces da Ang Il (70).
A relevancia fisiologica e fisiopatoldgica dessa enzima tem sido documentada
experimentalmente por varios grupos (73).

Apos sua sintese, a Ang Il se liga aos receptores do tipo 1 da Ang Il (AT1R) ou do
tipo 2 (AT2R), sendo que o AT1R confere as acbes classicas da Ang Il (Figura 1), pelo
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico e da resisténcia vascular periférica,
causando vasoconstricdo e aumento da PAS, liberacdo de aldosterona suprarrenal e retencao
de sodio e agua (74). Em adicdo aos seus efeitos no sistema cardiovascular, tem-se
demonstrado que a Ang Il estd envolvida em outras fungbes, tais como proliferacdo e
apoptose celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio e secrecdo hormonal (59).

Por outro lado, a ativacdo de AT2R antagoniza as a¢cdes de AT1R em muitos aspectos,
com propriedades vasodilatadora e inibidora da angiogénese (59). Sabe-se que o AT2R
desempenha papel importante no feto e em adultos, em resposta a injurias, com inibi¢do do
crescimento e promoc¢do da diferenciacdo celular, do reparo tecidual, apoptose e protecdo
contra isquemia (74). Porém, este antagonismo ndo pode ser generalizado, pois 0s subtipos de
receptores para Ang Il apresentam estruturas genémicas e localizacBes diferentes, além de

expressao e regulacéo especificas para cada tecido.
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Figura 1 - Principais componentes do SRA
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Legenda: Ang = angiotensina; ECA = enzima conversora de angiotensina; AT1R = receptor tipo 1 da Ang II;
AT2R = receptor tipo 2 da Ang Il; AT4R = receptor tipo 4 da Ang Il; EP = endopeptidase; PEnP =
propilendopeptidase; PCP = propilcarboxipeptidase; AP = aminopeptidase; PA = pressdo arterial (75).

Fonte: FRANTZ, 2014, f. 32.

Na figura 1, ainda sdo descritas outras vias para formacao de Ang Il, ndo dependentes
da ECA ou da renina, incluindo gquimases, catepsinas e toninas. Ndo ha conhecimento das
consequéncias funcionais sobre essas vias alternativas, mas parece haver implicacdes
fisiopatologicas (76).

A Ang Il pode se ligar aos seus receptores ou ainda pode ser clivada para se obter
produtos de degradacdo, e alguns destes sdo, eles proprios, outros peptideos biologicamente
ativos, com papéis integrantes na regulacdo da energia e da homeostase da glicose e
cardiovascular. O heptapeptideo Ang (1-7) pode ser formado a partir da Ang | de duas
formas: diretamente, através de hidrolises pela propilendopetidase e endopeptidase; ou
indiretamente, mediante a acdo da ECA 2, uma homologa da ECA (69), formando o composto
intermediario Ang (1-9), que é novamente metabolizado pela ECA ou endopeptidase,

finalmente formando a Ang (1-7) (77). De forma mais abundante, a Ang (1-7) é diretamente
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formada a partir da Ang 11, pela atividade catalitica de ECA 2 (69), ou ainda, pela atividade de
propilendopeptidase e propilcarboxipetidase (78), tal como representado na Figura 4.

A Ang (1-7) confere suas a¢des através da ativacdo do receptor acoplado a proteina G,
denominado receptor Mas (Figura 4), promovendo liberagdo de éxido nitrico e aumento da
acdo da bradicinina, resultando em vasodilatagdo, diurese, efeitos anti-angiogénicos,
antitromboticos e antiproliferativos (79). Suas acdes tornam evidente a existéncia de um eixo
contrarregulador aos efeitos vasoconstritores e proliferativos da Ang Il, formado pela via
ECA 2 — Ang (1-7) — receptor Mas (80). Portanto, 0 SRA pode ser visto como um sistema
de funcdo dupla no qual suas a¢des sdo primariamente dirigidas pelo balango entre ECA e
ECA 2 (78).

No entanto, o papel de Ang (1-7) ndo estd limitado a acdo contrarreguladora. Na
verdade, a eliminacdo genética e ou bloqueio farmacoldgico do receptor Mas produz um
fendtipo que inclui disfungdo cardiaca e endotelial, aumento da PA, diminuicdo dos
barorreflexos e da espermatogénese, alteracdes acentuadas no metabolismo de lipidios e da
glicose (81, 82). A maioria destas observagdes é corroborada pelos dados obtidos em
camundongos com deficiéncia de ECA 2 (83). Ressaltando-se que, diferentemente da ECA, a
ECA 2 ndo é inibida pelo uso de inibidores da ECA, e também néo interfere na degradacéo de
bradicinina (69).

Outro aspecto da complexidade dos produtos ativos do SRA € que podem ser
novamente clivados por amino, carboxi ou endopeptidases. A hidrdlise da Ang Il por
aminopeptidases produz Ang Ill e Ang IV (84). Da mesma forma que a Ang Il, mas com
menor poténcia, a Ang Ill é também um fator de vasoconstricdo e de aumento da PA, sem
afetar a funcdo renal (85). Por outro lado, a Ang IV parece ser um agente de proliferacéo
celular, agindo através do receptor AT4R (Figura 4) e relacionado a consolidacdo da meméria
e aprendizado, fluxo sanguineo e reabsorcéo tubular renal (76).

Menciona-se ainda, a Ang (1-9), um peptideo intermedidrio com pouca atividade
biolégica conhecida até 0 momento que se presume estar envolvido na regulacdo da funcéo
plaquetaria e melhora da acdo da bradicinina (76). Também, o receptor (pro) renina que pode
se ligar a renina bem como no seu precursor, a pré-renina, desempenha um papel no SRA

tecido-especifico, tal como no cérebro (86).
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1.3.1 Bloqueadores do SRA utilizados no estudo

Historicamente, tém surgido diversas drogas eficazes para inibir praticamente todos 0s
componentes ativos do SRA. Dentre os disponiveis comercialmente, pode-se citar: o0s
inibidores da conversdo de Ang | para Ang Il; os bloqueadores da ativacao seletiva do AT1R;
e recentemente o inibidor direto da acdo catalitica da renina. A eficacia destes farmacos é
parcialmente baseada no fato de que eles ndo sé inibem o SRA classico circulante, mas
também o SRA local nos tecidos (57).

1.3.1.1 Alisquireno

O hemifumarato de alisquireno € o primeiro de uma nova classe, com potente acao
inibitoria direta da atividade da renina plasmatica, aprovado para comercializagcdo em janeiro
de 2008 (87). O alisquireno se liga ao sitio ativo da renina impedindo sua acao catalitica na
conversao do angiotensinogénio em Ang |. Portanto, a inibicdo direta da primeira enzima
limitante, a renina, provoca uma supressao geral do SRA, ndo so pela inibicdo da producéo de
Ang Il, como também de todos os derivados do angiotensinogénio (88). O alisquireno
apresenta eficiéncia comprovada na reducdo da PA em animais e pacientes hipertensos, e
também foi relatado atenuar as lesdes cardiovasculares e renais em varios modelos animais de
doencas (87).

Sua biodisponibilidade é baixa (2% a 3%), mas apresenta grande afinidade pela renina.
O pico plasmatico ocorre uma a trés horas apds sua administracdo oral, sua meia-vida é de 24
a 36 horas, podendo ser administrado em dose Unica didria. Sua eliminacdo ocorre
principalmente pelo trato hepato-biliar como droga ndo metabolizada. Em geral é bem
tolerado, relatando-se como efeito adverso mais importante a diarreia, que é dose-dependente.
Como algumas drogas que atuam no SRA, ele pode causar hiperpotassemia e piora da funcdo
renal em pacientes com doenca renovascular. A dose recomendada para o tratamento da
hipertensédo arterial sistémica é de 150 a 300 mg/dia (87-89).

Em janeiro de 2012, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou
uma carta aos profissionais de salde alertando sobre possiveis riscos do uso concomitante do

alisquireno (Rasilez®; Novartis) com inibidores da ECA ou antagonistas do AT1R, em
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pacientes com diabetes ou insuficiéncia renal. Logo apds, a Food Drug Administration
(FDA), agéncia reguladora dos EUA, ratificou o alerta. Isto se deve aos resultados
preliminares do ensaio clinico ALTITUDE (Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using Cardio-
Renal Endpoints) sobre os riscos de comprometimento renal, um pequeno excesso de eventos

cardiovasculares, hipotensdo e hiperpotassemia (90).

1.3.1.2 Enalapril

Os inibidores da ECA desempenham papel relevante na terapia da HAS, na progressao
de doencas cardiovasculares e renais, com beneficios na morbidade e na mortalidade
cardiovascular (91). A introducdo dessa familia de anti-hipertensivos resultou, em grande
parte, dos trabalhos experimentais pioneiros de pesquisadores brasileiros, Sérgio Ferreira e
Mauricio Rocha e Silva, com o veneno obtido da cobra Bothrops jararaca (62). A partir do
reconhecimento do potencial terapéutico da inibicdo da ECA e de sua estrutura molecular
foram desenvolvidos potentes e ativos inibidores por via oral. Essa classe de farmacos
apresentou grande avango desde que o primeiro composto, o captopril, foi liberado para uso
clinico (92). Existem cerca de 20 inibidores da ECA utilizados na pratica clinica nos ultimos
30 anos.

O mecanismo de acdo desta classe terapéutica de anti-hipertensivos se da pela inibicéo
da ECA que resulta, por um lado, na diminuicdo da catalise da Ang | em Ang I, e, por outro,
no acumulo de bradicinina, posto que a ECA € uma cininase Il que atua tanto no SRA como
no sistema calicreina-cinina. A preservacdo da bradicinina em conjunto com reduzida
producdo de Ang Il pode explicar algumas das diferencas clinicas entre os inibidores da ECA
e outros bloqueadores do SRA (93). Embora os inibidores da ECA diminuam a producéo de
Ang 11, esta pode ser formada por vias alternativas ndo dependentes da ECA, mas em menores
quantidades (91).

O maleato de enalapril € um pro-farmaco hidrolisado por esterases no figado,
produzindo sua forma ativa, o enalaprilato. E rapidamente absorvido, com pico de
concentracdo plasmatica cerca de trés a quatro horas apo6s sua ingestdo. Em virtude de sua
forte ligacdo a ECA tem meia-vida plasmatica em torno de 11 horas, sendo excretado na
forma de enalapril inalterado ou enalaprilato pelos rins. O enalapril apresenta eficacia no

perfil de tolerabilidade e muitos dos efeitos observados, como cefaleia, tonteira e fadiga, ndo
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diferem do placebo. Contudo, a tosse seca constitui o efeito adverso mais observado, sendo
classe especifica e atribuido ao acimulo pulmonar de bradicinina, chegando algumas vezes a
impedir seu uso continuado. O produto referéncia é produzido, sob 0 nome comercial de
Renitec® pela Merk. A dose diéria usual varia de 5 a 40 mg para todas as indicacdes,
podendo ser administrado uma ou duas vezes ao dia (91, 94).

1.3.1.3 Losartana

Os bloqueadores do receptor de Ang Il formam uma classe de agentes para o
tratamento da hipertensdo e da insuficiéncia cardiaca, promovendo a inibicdo seletiva das
acOes da Ang Il, especificamente no nivel do AT1R, sem atuagdo nos demais subtipos de
receptores. Por esta razéo, blogueiam todas as acdes fisiologicamente relevantes da Ang Il
geradas pelo AT1R, independentemente da fonte ou via de sintese (91).

A losartana potéassica foi o primeiro farmaco desta classe a ser disponibilizado no
mercado, sendo inicialmente desenvolvido pela Merck, e comercializado sob o nome
Cozaar®. Apols administracdo oral é rapidamente absorvida, atingindo a méaxima
concentracdo apds uma ou duas horas. Sofre metabolismo de primeira passagem, formando
carboxilico ativo e outros metabdlitos inativos. A biodisponibilidade sistémica é de
aproximadamente 33%, com concentracGes plasmaticas atingidas de uma a quatro horas. Seu
tempo de meia-vida é de aproximadamente seis horas e a excrecdo é renal e biliar. A dose
usual varia de 25 a 100 mg, tomado uma vez ao dia para a maioria dos pacientes. Em geral é
bem tolerada e seus efeitos colaterais tém sido de natureza leve e transitoria, como tontura e

hipotensdo, ndo sendo requerida a descontinuacédo da terapia (94).
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1.4 Sistema genital masculino

O sistema genital masculino de mamiferos € responsavel pela producdo continua,
nutricdo e estocagem temporaria dos espermatozodides, além de sua veiculacdo até as vias
genitais femininas (95). Os 6rgdos desse sistema sdo o0s testiculos, um sistema de ductos ou
canais (incluindo epididimos, ductos deferentes, ductos ejaculatérios e uretra), as glandulas
sexuais acessorias (glandulas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais) e estruturas de

sustentacgéo, incluindo o escroto e o pénis (96), como demonstrado na figura 2.

Figura 2 - llustrag&o do sistema genital masculino
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Os testiculos produzem os espermatozoides e secretam horménios. O sistema de
ductos transporta e armazena espermatozdides, auxilia na sua manutencédo e os transporta ao
meio externo. O sémen contém espermatozdides mais as secrecfes fornecidas pelas glandulas
sexuais acessorias. As estrturas de sustentacdo possuem varias fungdes: o pénis transporta 0s
espermatozdides para o trato genital feminino, além de ser o érgdo da copula masculino e o

escroto aloja os testiculos (96).
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1.4.1 Testiculos

Corresponde a gbnada masculina, com funcdo exdcrina e enddcrina, produzindo tanto
0s espermatozdides quanto horménios, dentre eles, os andrégenos que servem para manter a
funcdo reprodutiva e as caracteristicas sexuais secundarias (97, 98) e também produz
estrogenos a partir da aromatizacéo de andrégenos (99, 100).

O testiculo é envolto por uma espessa capsula de tecido conjuntivo denso, denominada
tunica albuginea, da qual partem septos fibrosos para o interior do parénquima testicular,
dividindo o 6rgado em l6bulos. Morfologicamente, o parénquima testicular constitui-se do
compartimento dos tabulos seminiferos e 0 compartimento intertubular ou intersticial (97,
101).

O compartimento dos tdbulos seminiferos ndo € inervado nem vascularizado e
constitui a maior parte do 6rgdo na maioria das espécies. Cada tubulo seminifero é constituido
pela tanica propria e epitélio seminifero, delimitando o lumen tubular (97, 101). A tunica
propria possui uma ou mais camadas de células midides contrateis, dependendo da espécie, e
material intercelular, incluindo fibras colagenas e elasticas, além de outros componentes da
matriz extracelular (102-104). O epitélio seminifero é constituido por camadas concéntricas
de células germinativas associadas a um unico tipo de célula somatica, a célula de Sertoli
(105). As células germinativas se desenvolvem em estreita interacdo com as células de Sertoli
que desempenham um importante papel na regulacdo da espermatogénese (106, 107).

As células de Sertoli exercem fungdes especializadas, a maioria das quais estdo
relacionadas a manutencdo, proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas. Dentre
essas funcdes destaca-se 0 suporte e nutricdo das células, liberacdo de espermatides maduras
para o limen do tdbulo seminifero, secrecdo do fluido testicular e de proteinas, como a
proteina de ligacdo a androgenos e inibina, dentre outras, além de fagocitose das células
germinativas em degeneracdo e corpos residuais, resultantes da espermiogénese (108).
Destaca-se ainda a compartimentalizacdo do tubulo seminifero estabelecida por juncbes de
oclusdo que unem as células de Sertoli entre si, formando a barreira de célula de Sertoli, que
proporciona um ambiente protegido e especializado para as células germinativas (105). A
célula de Sertoli € ainda uma célula chave que medeia as acGes dos horménios foliculo
estimulante (FSH) e da testosterona (108).

No compartimento intertubular sdo encontradas as células de Leydig, associadas a

vasos sanguineos e linfaticos, que sdo essenciais para o transporte de horménios e nutrientes
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no testiculo, além de fibras e células de tecido conjuntivo, especialmente macréfagos e
ocasionalmente mastdcitos (108). A célula de Leydig possui abundante reticulo
endoplasmético liso e mitocdndrias com cristas tubulares, os quais contém as enzimas
associadas a sintese de esterdides (97), como a 3pB-hidroxiesterdide desidrogenase,
responsavel por varias etapas na via esteroidogénica, incluindo a sintese de androstenediona,
precursora da testosterona (109).

A testosterona produzida pelas células de Leydig é fundamental durante o
desenvolvimento fetal, para a diferenciacdo sexual masculina, e p6s-natal, para a iniciacdo e
manutencdo da espermatogénese, além da expressdo de caracteristicas sexuais masculinas
secundérias (110, 111).

1.4.1.1 Espermatogénese

O processo de espermatogénese nos mamiferos é composto de trés fases distintas,
baseado em caracteristicas morfoldgicas e funcionais: a) fase proliferativa ou
espermatogonial, na qual as espermatogdnias passam por uma serie de divisdes mitoticas; b)
fase meiotica ou espermatocitaria, na qual as espermatogonias ja comprometidas com a
diferenciacdo formam os espermatocitos primarios que iniciam a primeira divisdo meidtica,
formando os espermatocitos secundarios, que em seguida sofrem a segunda divisdo meidtica,
formando as espermaétides arredondadas; e ¢) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, onde
as espermatides arredondadas sofrem modificacbes morfologicas originando células
especializadas para a fertilizacdo, os espermatozdides (97).

A iniciacdo e manutencdo da espermatogénese requerem a secrecdo de gonadotrofinas,
horménio luteinizante (LH) e FSH, a partir da hipéfise, em resposta ao horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), o qual é produzido por neurdnios do hipotalamo (Figura 3). O GnRH
tem sua liberacdo controlada por Kisspeptinas, peptideos que atuam como ligantes naturais
para o receptor MAS, oOrfdo acoplado a proteina-G (112, 113). As kisspeptinas atuam por
feedback positivo e negativo do eixo hipotalamo hipofisario-gonadal (114-116). Através de
feedback positivo estimulam a secrecdo de LH (114), e ainda medeiam por feedback negativo

de testosterona sobre a secrecdo de GnRH (116).
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Figura 3 - Controle hormonal da espermatogénese e agOes da testosterona e di-

hidrotestosterona
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Fonte: (96).

As células de Leydig estimuladas pelo LH sintetizam a testosterona, considerado o

principal horménio para o controle da espermatogénese, sendo essencial para a iniciacdo e

manutencdo desse processo, além de exercer efeito feedback negativo na liberacdo de LH e

GnRH (97).

As células de Sertoli possuem receptores para o FSH e testosterona, que sdo 0s

principais reguladores hormonais da espermatogénese. Estimuladas pelo FSH, essas células

secretam glicoproteinas que sdo essenciais para 0 sucesso da espermatogénese, tal como a

proteina de ligacdo a androgenos, que é responsavel pelo transporte e protecdo de andrégenos

contra a degradacdo, facilitando sua concentracdo nos testiculos e sua veicula¢do pelas vias

genitais masculinas (117). Produzem ainda inibina e ativina, sendo que a ativina estimula a
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producédo de FSH, enquanto a inibina exerce efeito po feedback negativo na liberagédo de FSH
(118, 119).

A acdo de feedback negativo dos andrégenos sobre a secrecdo de gonadotrofinas pode
ocorrer de forma direta, mediada pelos receptores de andrdgenos, ou indireta, mediada pela
aromatizacdo de andrégenos a estrogenos. As acdes fisioldgicas dos estrdgenos sdo mediadas
por proteinas intracelulares especificas, denominadas receptores de estrogenos (ER), com dois
subtipos: receptor de estrogeno alfa (ER-a) e receptor de estrogeno beta (ER-B), os quais sdo
predominantemente nucleares (120). No testiculo, ER-B ¢é o receptor mais abundante sendo
encontrado nas células peritubulares midides, nas células intersticiais de Leydig, células de
Sertoli e em células germinativas com excecdo de espermatides alongadas, mas
principalmente em espermatocitos (121). Em contrapartida ER-o é encontrado somente em
células de Leydig e algumas células peritubulares mioides (120, 122).

A atividade de estrogenos na espermatogénese envolve a indugdo da proliferacdo de
células germinativas, diferenciacdo e maturacéo final de espermatides, bem como a regulacao
da sobrevivéncia e inibicdo de apoptose das celulas germinativas. As etapas finais da

maturacao de espermatides sdo particularmente sensiveis e dependentes de estrégenos (120).

1.4.1.2 Esteroidogénese

Hormdnios esterdides sdo compostos derivados do colesterol e sintetizados nas
glandulas suprarrenais, gonadas, tecido adiposo e no sistema nervoso central. Diferentes
horménios esterdides possuem efeitos fisioldgicos distintos, sendo que o tipo de hormdnio
produzido depende do arranjo de enzimas esteroidogénicas presentes no tecido em questdo
(123).

A biossintese de esterdides ocorre em duas etapas: a) transporte de colesterol para as
mitocbndrias e formacdo de pregnenolona; b) metabolismo de pregnenolona por enzimas
esteroidogénicas em tecidos especificos. Na primeira etapa, o transporte do colesterol do
citoplasma para o interior da mitocéndria é realizado pela proteina StAR (steroidogenic acute
regulatory protein) juntamente com a proteina translocadora TSPO (translocator protein),
uma proteina de alta afinidade por colesterol que se encontra localizada na membrana
mitocondrial externa (Figura 4). Uma vez na matriz mitocondrial, o colesterol é clivado em

pregnenolona, pela enzima CYP11A ou enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol



30

(P450scc — side chain cleavage), presente na membrana mitocondrial interna (124). A
pregnenolona livre difunde para fora da mitocondria e a partir de entdo serd usada para a
formacdo dos hormdnios esterdides (glicocorticoides, mineralocorticoides, andrdgenos,

estrogenos, progestdgenos).

Figura 4 - Via biossintética de esteroides nos testiculos
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Nota: Adaptado de Martinez-Arguelles e Papadopoulos, 2010.
Fonte: (124).

Nos testiculos, a esteroidogénese é composta basicamente da producéo de andrdégenos
pelas células de Leydig. O andrégeno mais importante sintetizado nos testiculos é a
testosterona, que € requerida para producdo espermatica e manutencdo da funcdo sexual
masculina (125). Para sua producédo existe a participacdo de uma cascata de enzimas, como a
CYP17 (P450c17 ou 17a-hidroxilase/C17-20 liase), enzima que prossegue a biossintese de
testosterona, induzindo a conversdo de progesterona a 17a-hidroxiprogesterona, e em seguida
a androstenediona. Finalmente, a androstenediona é convertida, através da acdo da enzima
17R-hidroxiesteroide desidrogenase (17B-HSD), em testosterona (123).
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A testosterona produzida nos testiculos pode ser metabolizada pela enzima 5a-redutase
em DHT, um andr6geno metabolicamente mais ativo que a testosterona (125), ou pode ainda
ser aromatizada a 17B-estradiol pela acdo da enzima P450 aromatase (99).
1.4.1.3 SRA nos testiculos

No sistema reprodutor masculino, a funcéo local do SRA é sabidamente relevante para
a fertilidade. Este sistema é regulado de forma independente do SRA plasmatico e apresenta
tanto a ECA somatica quanto a ECA testicular (ECAt) (18). Outros componentes do sistema
SRA ja foram identificados no testiculo, como o0 angiotensinogénio e a renina, porém suas
funcbes ndo estdo totalmente escalrecidas (15), como ilustrado na figura 5.

O mRNA do angiotensinogénio foi detectado em tecido testicular em algumas
espécies (18). Dzau et al. (126) mostrou 0 mMRNA do angiotensinogénio no testiculo de
camundongos, enquanto que no testiculo de ratos era indetectavel. Isto corrobora os achados
de Campbell e Habener (127) que ndo podiam detectar 0 mRNA do angiotensinogénio em
testiculo de ratos usando transferéncia de northern blotting. Apenas quando se utilizava a
técnica de hibridacdo com o aumento da sensibilidade, pequenas quantidades de mRNA do
angiotensinogénio poderia ser detectado em testiculos de ratos (128).

A presenca da renina e do seu mRNA foram relatadas nas células de Leydig dos
testiculos de ratos e camundongos. A renina € um peptideo que inicia sua atividade na
puberdade e mostra ter uma correlacdo direta com o0s niveis plasmaticos de
gonadotrofinas(129).

A ECA germinal ou ECA testicular (ECAL), expressa somente em testiculos, origina-
se do promotor localizado dentro do intron 12 e produz uma proteina com somente um
dominio e sitio catalitico. Sua expressdo € importante para fertilidade masculina normal, €
uma isoforma de aproximadamente 90 kDa, encontrada ancorada a membrana plasmatica
exclusivamente de espermatides e espermatozoides em desenvolvimento e nos diferenciados,
sendo portanto testiculo-especifica (130). A forma testicular da enzima € menor do que a ECA
somatica (732 versus 1306 residuos) e contém somente o C-dominio, o qual é ancorado nas
membranas celulares (131, 132). Os 67 aminoacidos da ECAt humana néo estdo presentes na
enzima somatica, entretanto, os Ultimos 665 residuos sdo idénticos com a porcdo C-terminal
da ECA somatica; dessa maneira existe a falta do sitio ativo do N-dominio. A isoforma
testicular da ECA, bem como a enzima somatica, apresentam atividades enzimaticas

semelhantes, diferindo apenas no tamanho e nas propriedades imunoldgicas (133).



Figura 5 - SRA nos testiculos.
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Fonte: (18).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar os efeitos pleiotrépicos dos bloqueadores do SRA no testiculo de

camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com uma dieta de alta densidade energética.

2.2 Especificos

a. Analisar os efeitos pleiotropicos dos farmacos que blogueiam em diferentes niveis 0 SRA,
o perfil lipidico de colesterol e triglicerideos;

b. Analisar os efeitos pleiotropicos dos farmacos que blogueiam em diferentes niveis 0 SRA,
através da andlise da expressdo proteica e génica (Aromatase, LH-r e StAR) na
esteroidogénese testicular;

c. Analisar as vias de sinalizacdo do SRA (Enzima conversora da angiotensina 1, Receptores
da angiotensina Il tipo 1 e Renina) no testiculo;

d. Analisar os efeitos dos farmacos que bloqueiam em diferentes niveis o SRA sobre 0s
parametros morfolégico-quantitativos e estruturais do testiculo;

e. Comparar os resultados com trés bloqueadores farmacoldgicos do SRA diferentes:
inibidor da renina (alisquireno), inibidor da enzima conversora da angiotensina (enalapril)

e blogueador do receptor tipo 1 da angiotensina Il (AT1R) (losartana);
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de ética

O trabalho foi realizado no Laboratério de Morfometria, Metabolismo e Doenca
Cardiovascular, sendo aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais Experimentais
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ), sob 0 nimero de protocolo CEUA/010/2013 conforme o anexo A.

3.2 Modelo experimental

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com 12 semanas de idade, provenientes do
biotério central da Fundagcdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Os animais foram mantidos em
ciclo invertido claro/escuro (12h / 12h), umidade (60 + 10%) e temperatura ambiente (21 +
2°C) controladas e ciclo de exaustdo de ar (15 minutos/hora). Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos nutricionais e alimentados durante oito semanas da seguinte

forma:

a) Dieta controle (standard chow - SC, n = 15), energia total de 15 kJ/g;

b) Dieta de alta densidade energética (high energy density - HED, n = 60), energia total
de 21 kJ/g.

Os animais tiveram livre acesso a comida e dgua, ambas repostas diariamente. As
dietas foram proprias para roedores, seguindo as recomendac6es da AIN-93 M (134) para fase
de manutencdo. Ambas as dietas experimentais foram elaboradas com nutrientes purificados
pela PragSolucBes (Jau, Sdo Paulo, Brasil, www.pragsolucoes.com.br) e a composi¢cdo esta

demonstrada na tabela 1.


http://www.pragsolucoes.com.br/
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Tabela 1 - Composicgéo das dietas experimentais. De acordo com recomendacdes da AIN-93M

(134).

Fonte: O autor, 2015.

] Dieta (g/kg)

Ingredientes

SC HED
Caseina (> 85% proteina) 140 175
Amido de milho 466 193
Amido dextrinizado 155 155
Sacarose 100 100
Oleo de soja 40 40
Banha de porco - 238
Fibra 50 50
Mix Vitaminas 10 10
Mix Minerais 35 35
Cisteina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Energia (kJ/g) 15 21
Carboidrato (%) 76 36
Proteina (%) 14 14
Gordura (%) 10 50

As doses dos farmacos administrados aos diferentes grupos experimentais foram

baseadas em dois pressupostos: a) as doses foram testadas em estudos prévios com roedores

[alisquireno (89), enalapril (135) e losartana (136)] apresentando resultados esperados; b) foi

considerada a possibilidade de um estudo translacional, em que a equivaléncia de doses em

humanos estd descrita de acordo com a correspondéncia entre as espécies (137). Apds o

periodo de oito semanas, os camundongos alimentados com a dieta HED foram subdivididos

aleatoriamente em quatro grupos (n

tratamento até o final do experimento, portanto, perfazendo os cinco grupos que seguem:

a) SC: camundongos alimentados com dieta controle;

b) HED: camundongos ndo tratados alimentados com dieta de alta densidade energética;

15 em cada grupo). O grupo SC continuou sem
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c) HED-A: camundongos HED tratados com alisquireno (50 mg/kg/dia), Rasilez®,
Novartis;

d) HED-E: camundongos HED tratados com maleato de enalapril (30 mg/kg/dia), Renitec®,
Merck;

e) HED-L: camundongos HED tratados com losartana potéssica (10 mg/kg/dia), Cozaar®,
Merck.

Os tratamentos tiveram duracdo de seis semanas e 0s farmacos foram adicionados a
dieta nas quantidades descritas acima, todos 0s grupos continuaram com livre acesso as dietas
e/ou tratamentos durante todo o periodo experimental.

Os animais foram mortos por sobre dose anestésica com tiopental via intraperitoneal
(30 mg/kg peso corporal). As amostras de sangue foram retiradas por puncdo cardiaca do
atrio direito, processadas e 0 soro armazenado a -20°C para posterior dosagem dos horménios
por tecnica especifica e avaliacdo do perfil lipidico, os testiculos direito foram imediatamente
armazenados em nitrogénio liquido para posterior analise por PCR em tempo real e western
blott, os testiculos esquerdos eram excisados e o seu volume analisado em gramas pelo
método de Scherle (138). Sendo entdo, fixados em formalina tamponada 10%, processado e
incluido em paraplast, cortados na espessura de 5 um ¢ corados com a técnica histoquimica de

hematoxilina & eosina para posterior analise morfométrica e estereoldgica.

3.3 Pressao arterial sistdlica (PAS)

Os animais foram adaptados durante duas semanas para minimizar o0 estresse.
Posteriormente, a PA sistolica foi mensurada semanalmente, através do método ndo invasivo
de pletismografia da artéria caudal (Letica LE 5100; Panlab, Barcelona, Espanha). A média de

trés afericdes em cada momento foi utilizada.

3.4 Andlise sérica

O perfil lipidico foi avaliado com a utilizagdo de kit especifico para colesterol (K083)

e triglicerideos (K117) da Bioclin™. As concentrages séricas de testosterona (049094-6) e
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estradiol (049015-6) foram mensuradas por quimiluminescéncia (Hoffman La Roche, Basel,
Suica), sendo o limite de deteccdo para testosterona de 0,025 ng/ml e para estradiol de 5,0
pg/ml. A concentracdo de LH (E90441Mu, USCNK®) foi determinada por ensaio
imunoenzimatico com limite de deteccéo de 142,5 pg/ml.

3.5 PCR em tempo real

O RNA total foi extraido usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) de
acordo com o protocolo do fabricante (139). Resumidamente, os testiculos foram
homogeneizados em 1 mL de reagente Trizol. Em seguida, o RNA foi extraido com
fenol/cloroformio e a solucédo precipitada por alcool isopropilico. Apds a lavagem com etanol
a 75%, o RNA foi seco e dissolvido com agua deionizada (MilliQ). A qualidade das amostras
de RNA foi verificada pela determinacdo da relagdo de 260 nm / 280 nm e armazenadas a -
80°C até o momento de sua utilizacdo. As reacGes foram feitas em triplicata e normalizadas
pela expressao dos genes da B-actina e do Tata Box Protein (TBP)e as sequéncias dos primers

utilizados sdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados para as amplificacGes na técnica de PCR em

tempo real.
Gene Sequéncia
Pactin 5’ - tgttaccaactgggacgaca - 3’
5’ - ggggtgttgaaggtctcaaa - 3’
Aromatase 5’ - ctttcagccttttggctttg - 3’
5’ - caaggtgcctgtectcattt - 3
Luteinizing Hormone Receptor (LH-r) 5’ - gtggcacaccatcacctatg - 3’

5’ - ggaggcagatgctgactttc - 3
Steroidogenic Acute Regulatory Protein 5’ - agatgtgggcaaggtotttc - 3’
(StAR) 5’ - tgatgaccgtgtcttttcea - 3’
Tata Box Protein (TBP) 5’ - cagccttccaccttatgcetc - 3°
5° - ttgetgetgetgtctttgtt - 37

Fonte: O autor, 2015.


https://www.google.com.br/search?q=quimioluminesc%C3%AAncia&start=0&spell=1

38

3.6 Western Blott

Os testiculos foram homogeneizados com o tampdo de extracdio RIPA
(radioimunoprecipitagdo) suplementado com inibidores de protease sendo centrifugado
(14.000g durante 60 minutos a 4°C) e o sobrenadante recolhido.

A concentracdo total de proteinas foi determinada utilizando um kit de ensaio de
proteinas BCA (ThermoScientific, Rockford, IL, EUA). Apos desnaturacdo (5 minutos a
100°C), quantidades iguais de proteinas (~ 30 - 60 pg) foram separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida (8 - 10% SDS-PAGE) e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose (AmershamBiosciences, Piscataway, NJ, USA). A membrana foi entdo
blogueada por incubacdo em 5% de BSA, ambos diluidos em tampao salina com Tris (TBS-T
[20 mmol/L de Tris/HCI (pH 7,4) e 500 mmol/L de NaCl] em temperatura ambiente, durante
duas horas para evitar ligagcdes inespecificas. Sequencialmente, a membrana foi incubada por
duas horas em temperatura ambiente e posteriormente overnight a 4°C com 0s anticorpos

primarios descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Anticorpos utilizados na técnica de western blott.

Anticorpoprimario Fator de diluicdo Fabricante
Anti-Aromatase; (ab69653) 1:500 Abcam
(USA)
Luteinizing Hormone 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Receptor, LHR antibody (USA)
(H50); (sc25828)
Steroidogenic Acute 1:1000 Abcam
Regulatory (USA)
Protein, Anti-StAR; (ab58013)
Anti-Angiotensin Converting 1:500 Abcam
Enzyme; (ab11734) (USA)
Angiotensin llreceptortype 1, 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
AT1R (306); sc579 (USA)
ReninAntibody (A-1); 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
sc137252 (USA)

Nota: As letras e os nimeros entre parénteses correspondem ao nimero de catalogo do anticorpo
Fonte: O autor, 2015.
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Apds o anticorpo primario, as membranas eram incubadas com o anticorpo secundario
especifico para a origem do anticorpo priméario, durante uma hora a temperatura ambiente. A
expressao das proteinas foi detectada por meio de um sistema de deteccdo de
quimiluminescéncia com ECL e as imagens das bandas foram obtidas com o sistema
ChemiDoc XRS de imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A intensidade das
bandas quimioluminescentes foi quantificada utilizando o software Image J, verséo 1.44
(NIH, imagej.nih.gov/ij, USA).

O complexo de ligacdo do anticorpo foi retirado e a membrana foi remarcada com
beta-actina (anti-camundongo, SC81178, Santa Cruz Biotechnology, USA - 1:1000), como
proteina constitutiva para normalizar os dados obtidos pelo western blott. Os niveis de
proteina nos grupos HED com ou sem tratamento foram expressos como uma percentagem do

nivel de proteinas do grupo SC.
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3.7 Estereologia do testiculo

A densidade por area (Q,) dos tubulos seminiferos foi avaliado tendo em consideragéo
0 numero de tdbulos seminiferos em um quadro de area conhecida sendo contados aqueles
que dentro dessa area ndo atingiam as linhas proibidas ou suas extensbes, baseado na web
STEPanizer (www.stepanizer.com) (140). A densidade de comprimento (Lv_tubulos,
testiculo) dos tubulos seminiferos foi realizada como descrito anteriormente por Mandarin-de-
Lacerda et. al, assim como o comprimento total (L) dos tubulos (141).

Figura 6 - Técnica estereoldgica para quantificacdo da densidade por area (Qa) dos tibulos
seminiferos
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Fonte: O autor, 2015.
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3.8 Morfometria do testiculo

O diametro médio dos tubulos foi estimado através da afericdo do menor e maior
didmetro com a utilizacdo do software Image-Pro Plus (versdo 7.01, Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA). Foram utilizados 5 animais por grupo, em cada animal 10 campos
distintos e alaeatorios foram selecionados, cada campo foi realizado a medida de 5 tubulos,
totalizando 250 medidas por grupo. As medicGes foram realizadas independentemente da fase
do ciclo do epitélio seminifero, os cortes foram escolhidos aleatoriamente por varredura
horizontal e, todas as medidas foram realizadas em um microscopio 6ptico com uma objectiva
de 10x. A altura do epitélio testicular foi medida pela distancia entre o p6lo basal e o pélo
apical dos tubulos. Dez medicbes lineares foram realizadas em 5 campos diferentes
distribuidos aleatoriamente ao longo dos tdbulos em um total de 250 medicdes por grupo,

expresso em pum (141).
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Figura 7 - Técnica morfométrica para mensuracdo do diametro dos tabulos seminiferos e
altura do epitélio
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Fonte: O autor, 2015.

3.9 Analise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade das
variancias. Os dados sdo mostrados como média + erro padrdo da média (EPM). As
diferencas entre os grupos foram testadas pela andlise de variancia one-way (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Holm-Sidak. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi
de P < 0,05, realizado pelo programa GraphPad Prism (versdo 6.02 para Windows,

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA), o qual também foi utilizado para confec¢do dos
gréficos.
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4 RESULTADOS

Apobs quatro semanas de consumo da dieta HED ocorreu uma elevacdo na PAS nos
animais desse grupo em comparacdo aos animais do grupo SC (10%, P < 0,05). Esta diferenca
continuou aumentando até atingir um nivel 15% maior nos animais HED em relacéo aos seus
controles (Figura 8), ao completar as 14 semanas do periodo experimental (P < 0,01). Ao final
do experimento, todos os tratamentos foram eficientes em diminuir a PAS para niveis

semelhantes aos do grupo SC.

Figura 8 - Pressdo arterial sistdlica.
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Legenda: Pressdo arterial sistdlica de camundongos alimentados com dieta padrdo (SC) ou uma dieta de alta

densidade energética (HED).

Nota: O grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30
mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados
como média = EPM para 10 animais por grupo.

Fonte: O autor, 2015.
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Em relacdo ao perfil lipidico, os grupos HED (41,13%, P = 0,0062), HED-A (50,18%,
P < 0,0001), HED-E (46,56%, P = 0,0002) e HED-L (28,95%, P = 0,0249) apresentaram
niveis elevados de colesterol e de triglicerideos HED (57,56%, P < 0,0001), HED-A (61,76%,
P < 0,0001), HED-E (40,34%, P = 0,0040) e HED-L (42,02%, P = 0,0029) quando
comparados ao grupo SC. Estes resultados séo apresentados na figura 9.

Figura 9 - Perfil lipidico de colesterol e triglicerideos
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Legenda: Perfil lipidico de colesterol (A) e triglicerideos (B) de camundongos alimentados com dieta padrédo
(SC) ou uma dieta de alta densidade energética (HED)

Nota: O grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30
mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados
como média = EPM para 10 animais por grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2015.
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Os niveis séricos dos de testosterona, estradiol e LH, aprsentaram redugéo
significativa em relacdo aos animais do grupo SC, os niveis de testosterona dos grupos HED
(63,04%, P = 0,0151), HED-A (62,83%, P = 0,0151) e HED-L (61,13%, P = 0,0157), de
estradiol dos grupos HED (61,2%, P = 0,0042), HED-A (46,7%, P = 0,0336) e HED-L
(59,25%, P = 0,0051) e de LH dos grupos HED (63,46%, P < 0,0001), HED-A (58,95%, P =
0,0002) e HED-L (56,14%, P = 0,0003).Estes resultados séo apresentados na figura 10.

Figura 10 - Testosterona sérica, estradiol sérico e LH
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Legenda: Testosterona sérica (A), estradiol sérico (B) e LH sérico (C) de camundongos alimentados com dieta
padrdo (SC) ou uma dieta de alta densidade energética (HED)

Nota: O grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30

mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados

como média = EPM para 10 animais por grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica.
Fonte: O autor, 2015.
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A expressdo génica apresentou reducdo significativa em relacdo aos animais do grupo
SC, da enzima aromatase dos grupos HED (47,33%, P = 0,0202), HED-A (40,41%, P =
0,0393) e HED-L (56,97%, P = 0,0073), do LH-r dos grupos HED (67,14%, P = 0,0008),
HED-A (50,05%, P = 0,0109) e HED-L (58,22%, P = 0,0035) e da StAR dos grupos HED
(55,12%, P = 0,0022), HED-A (69,99%, P = 0,0001) e HED-L (69,14%, P = 0,0001). Estes
resultados sdo apresentados na figura 11.

Figura 11 - Expressdo génica da aromatase, LH-r e StAR
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Legenda: Expressdo génica da aromatase (A), LH-r (B) e StAR (C) de camundongos alimentados com dieta
padrdo (SC) ou uma dieta de alta densidade energética (HED)

Nota: O grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30
mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados
como média = EPM para 10 animais por grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2015.
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A expressao proteica aprsentou reducéo significativa em relacéo aos animais do grupo
SC, da enzima aromatase dos grupos HED (60,98, P = 0,0143) e HED-A (63,11%, P =
0,0118), do LH-r dos grupos HED (72,1%, P = 0,0021), HED-A (63,20%, P = 0,0062) e
HED-L (67,96%, P = 0,0035) e da StAR dos grupos HED (57,21%, P = 0,0091), HED-A
(49,07%, P = 0,0261) e HED-L (56,93%, P = 0,0091). Estes resultados sdo apresentados na
figura 12.

Figura 12 - Expresséo proteica da aromatase, LH-r e StAR
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Legenda: Expressdo proteica da aromatase (A), LH-r (B) e StAR (C) de camundongos alimentados com dieta

padrdo (SC) ou uma dieta de alta densidade energética (HED)

Nota: LeO grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30
mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados
como média = EPM para 10 animais por grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2015.
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Em relacdo ao SRA, a expressédo proteica aprsentou reducdo significativa em relagéo
aos animais do grupo SC, da ECA nos grupos HED (59,98%, P = 0,0006), HED-A (51,2%, P
= 0,0032) e do HED-L (50,06%, P = 0,0035), do AT1R nos grupos HED (65,41%, P <
0,0001), HED-A (43,77%, P = 0,0055) e HED-L (82,87%, P < 0,0001) e da renina nos grupos
HED (65,32%, P < 0,0001), HED-A (86,4%, P < 0,0001) e HED-L (32,08%, P = 0,0344).
Estes resultados sdo apresentados na figura 13.

Figura 13 - Expresséo proteica da ECA, ATIR e da renina
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Legenda: Expressdo proteica da ECA (A), AT1R (B) e da renina (C) de camundongos alimentados com dieta
padrdo (SC) ou uma dieta de alta densidade energética (HED)

Nota: O grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30
mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados
como média = EPM para 10 animais por grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2015.
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O volume testicular ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos(SC = 0,106
+ 0,003 / g; HED = 0,098 + 0,004 / g; HED-A = 0,090 + 0,002 / g; HED-E = 0,095 + 0,003 /
g; HED-L = 0,097 + 0,003/ g).

Os dados referentes a avaliagdo morfométrica e estereoldgica sdo demonstrados na
figura 14. A densidade dos tubulos seminiferos por area (Q,) foi significativamente diminuido
nos grupos HED (8,47%, P = 0,0116), HED-A (7,46%, P = 0,0198) e HED-L (8,19%, P =
0,0139), figura 14A. A densidade de comprimento (Lv_tubules, testiculo) HED (16,95%, P =
0,0115), HED-A (14,92%, P = 0,0198) e HED-L (16,38%, P = 0,0139) (figura 14B), o
comprimento total dos tdbulos seminiferos nos grupos HED (2,22%, P = 0,0002), HED-A
(2,55%, P < 0,0001) e no HED-L (2,14%, P = 0,0002) (figura 14C), bem como a altura do
epitélio nos grupos HED (19,17%, P = 0,0008) e no HED-A (12,89%, P = 0,042) (figura
14D)foram significativamente reduzidos em relacdo ao grupo SC. No que diz respeito ao
didmetro dos tubulos seminiferos (figura 14E) ocorreu aumento significativo dos grupos HED
(55,36%, P < 0,0001), HED-A (59,86%, P < 0,0001) e do HED-L (74,25%, P < 0,0001)

quando comparados ao grupo SC.



Figura 14 - Densidade de tabulos seminiferos por area
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Legenda: Densidade de tibulos seminiferos por area (A), L, (B), comprimento total dos tubulos (C), altura do
epitélio seminifero (D) e didmetro do tdbulo seminifero (E) de camundongos alimentados com dieta
padréo (SC) ou uma dieta de alta densidade energética (HED)

Nota:: O grupo HED foi tratado com alisquireno (HED-A: 50 mg/kg/dia), maleato de enalapril (HED-E: 30
mg/kg/dia), losartana (HED-L: 10 mg/kg/dia) ou nenhuma droga (HED). Os valores sdo apresentados
como média £ EPM para 10 animais por grupo. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

Fonte: O autor, 2015.
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5 DISCUSSAO

A sindrome metab6lica € um transtorno complexo associado com a obesidade
abdominal, aumento da PAS, aumento dos niveis de glicose e dislipidemia (142). Além disso,
ha uma relacdo inversa entre a testosterona total no plasma e a testosterona livre com a
gordura visceral, e tem sido sugerido que esta relacdo esta relacionada com uma alteracdo ao
nivel do hipotalamo-hipofise (143). Além disso, alguns estudos demonstraram que niveis
mais baixos de testosterona total foram preditivos do desenvolvimento da sindrome
metabdlica, ao passo que outros tém sugerido que a sindrome metabdlica é um fator de risco
independente para o hipogonadismo em homens de meia-idade. Outros tém mostrado que a
deficiéncia de andrégenos parece ser um marcador, em vez de ser a causa da sindrome
metabolica. E ainda, a obesidade também pode estar associada a alteracbes na
espermatogénese (143).

Dietas HED séo conhecidas por aumentar a PAS e lipideos. Neste estudo, 0 consumo
desta dieta durante oito semanas resultou em um aumento na PAS (10%), colesterol total
(41%) e triglicerideos (58%). Drogas que visam o bloqueio do SRA tem sido particularmente
atil no tratamento da HAS (144, 145). Em geral, os farmacos anti-hipertensivos em uso
atualmente foram concebidos principalmente para atuar sobre os mecanismos celulares e
bioguimicos que contribuem para 0 aumento da PAS, e ndo para resolver as alteragdes do
metabolismo lipidico que muitas vezes acompanham a hipertensdo (145). Como esperado,
todas as drogas usadas no presente estudo foram eficazes na reducdo da PAS, embora
nenhuma delas tenha afetado o perfil lipidico.

O sistema reprodutor masculino, os testiculos em particular, expressa todos 0s
membros classicos do SRA e representa tanto uma origem quanto um destino para 0s
peptideos ativos da angiotensina. Os papéis desempenhados pela angiotensina nesse sistema
incluem a regulacdo da esteroidogénese pela inibicdo da célula de Leydig através da Ang II,
alteracdes na contratilidade do epididimo e funcdo dos espermatozdides. A Ang Il produzida
localmente pode modular negativamente o estimulo do LH nas células de Leydig e assim
inibir a esteroidogénese (16).

No presente estudo, o grupo HED apresentou além de hipercolesterolemia e HAS,
niveis de testosterona, estradiol e LH diminuidos. Este resultado é consistente com a
literatura, porque hipercolesterolemia e HAS séo condic¢des que afetam a funcéo sexual (146-

148). O consumo de uma dieta HED reduziu os niveis de estradiol e testosterona e a expressao
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génica e proteica dos receptores de LH que em conjunto com a expressdo reduzida da StAR e
da aromatase, leva a um estado de diminuigéo da esteroidogénese.

Apesar de normalizar a PAS, o alisquireno e o losartana ndo tiveram qualquer efeito
adicional. No entanto, o maleato de enalapril foi capaz de normalizar todas as mudancas
causadas pela dieta HED, como as reducGes nos niveis de testosterona e estradiol e da
expressdo génica e proteica reduzida de StAR, aromatase e LH-r.

Para esclarecer por que o maleato de enalapril foi a Gnica droga capaz de reverter as
alteracOes causadas pela dieta HED, a expressdo proteica da ECA, renina e AT1R no testiculo
foram avaliadas por western blott. Como esperado a expressdo da renina e AT1R foram
diminuidos em animais tratados com alisquireno e com losartana. No entanto, nos animais
tratados com enalapril, a expressédo da ECA se manteve inalterada, o que foi uma descoberta
notavel do presente estudo. Nesses animais, a expressdao normal da ECA parece ter sido
responsavel por manter a esteroidogénese. Infelizmente, neste momento, ndo podemos
esclarecer por que o maleato de enalapril foi a Unica droga capaz de manter esse efeito sobre
os testiculos apesar de reduzir a PAS.

A morfologia do testiculo pode ser alterada em véarias condi¢cdes de desenvolvimento,
fisiologicos e patoldgicos e essas mudancas sdo refletidas pelas alteracdes na capacidade
reprodutiva. Estudar a morfologia testicular nestas condicbes ou apds intervencdes
terapéuticas baseia-se em dados quantitativos onde a analise estereoldgica de cortes de tecido
podem fornecer informacdes valiosas sobre correlagbes estrutura-funcdo e a capacidade
funcional das células e/ou tecidos (149).

Em nosso estudo mostramos que todos os parametros estereologicos e morfométricos
avaliados foram alterados pela dieta de alta densidade energética. O volume médio dos
testiculos, a densidade de tubulos seminiferos por area, a densidade de comprimento e o
comprimento total dos tubulos seminiferos, bem como a altura do epitélio foram diminuidas
enquanto que o diametro dos tdbulos seminiferos foi aumentado.

Este padrdo de alteracdo é semelhante ao que é visto em animais com o
envelhecimento. Mahmoud et al. (150) mostrou uma diminuicdo do volume testicular que
poderia refletir uma diminuicdo da massa de células de Sertoli, enquanto Sartorius &
Nieschlag (151) mostraram deterioracdo da qualidade do sémen e morfologia tubular alterada.
Também Morales et al. (152) mostraram uma diminuicdo no diametro tubular, lamen tubular,
0 volume do epitélio seminifero e volume total tubular assim como o comprimento total de

thbulos seminiferos.
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Com base nestes estudos podemos sugerir que as alteragdes morfoldgicas testiculares
causadas pela hipertensdo, secundarias a ingestao da dieta HED, poderiam ser um dos fatores
que contribuem para a disfuncdo sexual, que esta usualmente presente em pacientes
hipertensos. Este dado corrobora o artigo publicado recentemente por nosso grupo em que
mostramos que dieta HED reduz a esteroidogénese que também é um passo muito importante
para manter a fungdo sexual normal (153).

No entanto, o maleato de enalapril foi capaz de normalizar todas as mudangas
causadas pela dieta HED, tanto na morfologia testicular quanto nos niveis séricos de
testosterona e estradiol e na expressdo génica e proteica de StAR, aromatase e LH-r.

No sistema reprodutor masculino, a funcéo local do SRA é sabidamente relevante para
a fertilidade. Recentemente, um novo gene homologo ao da ECA humano, que foi chamado
de ECA 2 (69) ou ECAH (70) localizado no cromossomo Xp22 foi identificado. Trata-se de
uma carboxipeptidase, associada a membrana e que é expressa predominantemente pelo
endotélio e que n&o sofre a acdo dos inibidores da ECA. E altamente expressa nos testiculos,
tecidos renais e cardiovasculares, e tecidos do sistema gastrointestinal (71). Diferentemente
do que ocorre com a ECA, a ECA 2 ndo é inibida pelo lisonopril ou captopril (69). A
expressdo normal da ECA 2 deveria ser esperada no grupo tratado com maleato de enalapril,
no entanto, neste trabalho ndo avaliamos esta proteina, e sim a ECA. O fato da expressdo da
ECA estar inalterada nesses animais foi um achado bastante interessante e que necessita de
futuras investigacgdes.

Sabe-se que existe uma relacdo inversa entre obesidade e niveis de testosterona, muito
possivelmente pelos efeitos da leptina na regulacdo do sistema reprodutor (154, 155). No
entanto, trabalhos recentes mostram o papel do SRA na regulacdo da esteroidogénese em
condicdes de dieta hiperlipidica (156) ou com alta densidade energética (153).

A Ang Il é o peptideo ativo principal do SRA e tem um papel importante na regulacao
da esteroidogénese (118). No entanto, no testiculo, parece que a Ang Il é o principal
mediador deste sistema (157, 158), apresentando as principais caracteristicas da Ang Il e se
ligando aos mesmos receptores. Trabalho recente mostra ainda que a Ang Il e 1V sdo
capazes de regular a esteroidogénese (156). Nossos resultados mostram que a administracao
do enalapril a camundongos alimentados com a dieta HED possui efeito protetor,
normalizando todos os parametros alterados por essa dieta (morfolégicos e hormonais).
Entretanto, 0 mecanismo exato que gerou esse efeito protetor ainda é inconclusivo. Podendo
ser um efeito central e a alteracdo no testiculo ser consequente a isso, uma vez, que a maioria

dos receptores da Ang Il sdo expressos no cérebro (159).
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N&o podemos ignorar a hipotese da ECA 2, Ang Il e IV terem um papel importante
na manutencdo da esteroidogénese nesses animais, assim novos estudos deverdo ser
realizados a fim de investigar o papel dessas enzimas.

Os resultados deste estudo reforcam a importéncia de escolher este medicamento anti-
hipertensivo em pacientes que relatam disfuncdo sexual. No entanto, os efeitos adversos dos
blogueadores da ECA, os quais incluem a hipotensdo, tosse, hipercalemia, dor de cabeca,
tonturas, fadiga, ndusea e dor de cabeca (160, 161), ndo devem ser negligenciados.
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CONCLUSAO

A dieta HED aumentou a PAS, alterou o perfil lipidico e os pardmetros reprodutivos,
tanto hormonais quanto os morfoldgicos.

Todos os tratamentos (alisquireno, enalapril e losartana) foram eficazes em normalizar
a PAS como esperado.

Porém, apenas o enalapril foi o medicamento capaz de reverter as alteracbes dos
parametros reprodutivos, sugerindo ser a droga mais adequada para o tratamento da HAS em
pacientes que apresentam disfungdo reprodutiva prévia ao tratamento.

Mais estudos experimentais sdo necessarios para esclarecer os mecanismos dos
blogueadores do SRA como terapia Unica ou em combinacdo com outras drogas, em casos de
HAS associada com alteracdo na fungéo reprodutiva. Os resultados apresentados neste estudo
sugerem que antigas terapias, como os inibidores da ECA podem ser considerados agentes
terapéuticos promissores para a alteracdo na fungé@o reprodutiva e suas comorbidades, uma

vez que € amplamente empregado na pratica clinica.
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Purpose: We evalusted whether antihypertensive drugs that act through the
renin-angiotensin system would affect testis function.

Materials and Methods: Ten mice were fed standard chow and 40 received o high
energy density diet. Al 8 weeks the high energy density diet mice were divided
into 4 groups of 10 each. The untreated group received the high energy density
diet alone, The 3 treated groups received that diet plus aliskiren (50 mgkg
daily), onalapril (30 mg/kg daily) and losartan (10 mg'kg daily), respectively, for
the next 6 weeks. Blood pressure wis measured twice monthly. At the end of the
treatment period all mice were sacrificed. One-way ANOVA and the Holm-Sidak
post hoc test were used to analyze results.

Results: The high energy density diet led to a significant increase in blood
pressure (p <0.05). All treatments resulted in normalized blood pressure. In
regard to reproductive function, and serum testosterone and estradiol the gene
and protein expression of StAR, aromatase and luteinizing hormone receptor,
and the protein expression of angiotensin-converting enzyme, renin and angio-
tensin type 1 receptor blocker were significantly decreased by the high energy
density diet. Of the treatments only enalapril reverted the changes. Also,
angiotensin-converting enzyme, angiotensin type 1 recoptor blocker and renin
protein expression were lower in all high energy density diet groups except the
group that received enalapril.

Conclusions: Only angiotensin-converting enzyme inhibitor reverted the
hormonal and testis alterations caused by the high energy density diet. This
suggests that enalapril should be the drug of choice for a patient who presents
with previous reproductive dysfunction.
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