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RESUMO

O O6xido nitrico (NO), derivado da L-arginina pela 0xido nitrico
sintetase (NOS), a qual existe em varias isoformas, é considerado um importante
mensageiro molecular em varios 6rgédos incluindo o trato genital masculino. Este
estudo analisou o possivel efeito do L-NAME (N®-nitro-L-arginina metil éster),
um inibidor ndo seletivo de NOS sobre a descida testicular, emissdo seminal
induzida por colinérgico, funcdo testicular, comportamento sexual e fertilidade
em ratos Wistar machos. O tratamento de ratos machos de 20 dias de idade com
L-NAME na dose de 20mg/kg/dia por 10 dias consecutivos promoveu um
significativo retardo na descida testicular comparado ao controle que recebeu
salina. Este efeito do L-NAME foi bloqueado em animais pré-tratados com L-
arginina (600mg/kg, s.c.), um substrato para a biossintese de NO, sugerindo que
0 NO exerce um papel modulador na descida testicular. Em ratos machos
adultos, a pilocarpina (0,75 e 3,0 mg/kg, i.p.), droga colinérgica, induziu a
emissdao seminal de maneira dose-dependente. A emissdo seminal em resposta a
pilocarpina ( 3,0 mg/kg) foi diminuida em animais atropinizados sugerindo um
efeito colinérgico. L-NAME tembém inibiu a emissdo seminal induzida por
pilocarpina e este efeito foi revertido por L-arginina (600mg/kg, s.c.) ou pela
administracdo conjunta de nitroprussiato de sodio (0,5mg/kg, s.c.). Além disto, a
andlise urinaria de nitrato/nitrito demonstrou marcada alteragdo em concordancia
com o tratamento. Estes resultados sugerem que o NO participa na
neurotransmissdo inibitdria responsavel pela emissdo seminal em ratos
estimulados com pilocarpina. Em experimentos realizados para verificar os
efeitos da inibicdo cronica de NOS sobre o comportamento copulatorio, o
tratamento de ratos com L-NAME (40mg/kg/dia) durante um periodo de um
ciclo completo de espermatogénese uma influéncia inibitoria sobre o
comportamento sexual foi evidenciada por um aumento na laténcia da primeira
monta e intromissdo e marcada inibicdo da frequéncia de intromissao e ejulacao.
A inibicdo cronica de NOS também demonstrou alteracdo na funcgéo testicular

refletida pela diminuicdo nos niveis séricos de testosterona, contagem de



espermatozoides e anormalidades esperméticas. O numero de fémeas gravidas,
de machos que receberam tratamento cronico com L-NAME, foi reduzido
resultando em 75% de inibigdo da fertilidade. O efeito de L-NAME sobre a
fertilidade masculina pode dever-se a inibicdo da NOS periférica e central
promovendo inibicdo da secre¢do local de androgénios e/ou gonadotrofinas. Os
resultados mostram evidéncias que o NO regula de maneira importante o
processo reprodutivo masculino tais como descida testicular, comportamento

sexual e fertilidade.



ABSTRACT

Nitric Oxide (NO) derived from L-arginine by the nitric oxide synthase
(NOS) which is expressed by various isoforms, is considered to be na important
messenger molecule in several organ systems including the male genital tract.
This study analysed the possible effects of L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl
ester), a nonselective NOS inhibitor on testicilar descent; cholinergic stimulation-
induced seminal emission; testicular function; sexual behaviour; and on fertility
of male Wistar rats. Treatment of 20 days old male rats with L-NAME at
20mg/kg/day for 10 consecutive days caused a significant delay in the testes
descent compared to controls that receives only normal saline. This effect of L-
NAME was fully reversed in animals pretreated with L-arginine (600mg/kg,
s.c.), a substrate for NO biosynthesis, suggesting stimulant drug pilocarpine (0.75
— 3.0 mg/kg, i.p.) induced a dose-related seminal emission. The seminal emission
response to 3.0mg/kg of pilocarpine was greatly diminished in atropinized
animals, suggesting a cholinomimetic effect. L-NAME, also inhibited the
pilocarpine-induced seminal emission which could be reversed by L-arginine
(600mg/kg, s.c.). Further, urine analysis for nitrate/nitrite metabolites showed
marked alterations in accordance to the drug treatments. These results suggest
that NO mediates the inhibitory neurotransmission responsible for seminal
emission in pilocarpine stimulated rats. In experiments carried out to verify the
effects of chonic NOS inhibition on copulatory behavior, treatment of rats with
L-NAME (40mg/kg/day) for a period of one complete spermatogenic cycle
caused an inhibitory influence on sexual behavior as evidenced by a increase in
the first mount and intromission latencies and marked inhibitions of the
intromission and ejaculation frequencies. Chronic NOS inhibition further
evidenced impaired testicular function, reflected by decreases in serum levels of
testosterone, epididymal sperm counts and sperm abnormalities. The number of
females impregnated with males that received chronic L-NAME treatment was

highly reduced, resulting in 75% inhibition of fertility. The adverse influence of



L-NAME on male infertility could be due to NOS inhibition at both peripheral
and central sites causing inhibition of local androgen and/or gonadotropin
secretions. These results provide evidence that NO importantly regulates male

reproductive processes such as testicular descent, sexual behavior and fertility.



1. Revisao de Literatura

1.1 Historico

Em 1916, Mitchell et al., observaram que o Oxido de nitrogénio era
produzido em mamiferos. Essa observacdo foi confirmada posteriormente por
Tannenbaum et al. (1928). O dxido nitrico é extremamente labil, sua meia-vida
no organismo € de 5-10 segundos e depois é convertida, na presenca de agua e
oxigénio, em nitratos e nitritos. Apesar dos seres humanos excretarem nitratos, os
cientistas sempre acharam que este era derivado apenas da dieta. Em 1956,
Magge and Barnes do conselho de pesquisas médicas de Surrey, Inglaterra,
relataram que o organismo humano converte nitratos de alimentos curados em
nitrosaminas carcinogénicas. Em 1981, Steven Tannenbaum e seus colaboradores
no Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT), observaram que seres
humanos e ratos alimentados com dieta contendo niveis baixos de nitratos
continuavam a excretar quantidades substanciais de nitratos, concluindo que a
dieta ndo era a unica fonte de nitratos. Tannenbaum encontrou uma pista valiosa
em um de seus pacientes. O mesmo excretava niveis muito altos de nitratos no
periodo em que se encontrava com uma diarréia infecciosa. O processo
inflamatorio associado com a diarréia era aparentemente responsavel pela
formacdo de nitrato. Em um trabalho posterior, Tannenbaum observou, que
injecdes de endotoxina bacteriana incrementava em muito a excre¢do de nitratos
em ratos. A fonte precisa da formacdo de nitrato foi descoberta por Michael

Marletta da Universidade de Michigan, quando da orientacdo de seu aluno



Dennis Stueher da Universidade de Utah. Marletta foi aluno de Tannenbaum no
MIT e continuava intrigado a respeito do papel do sistema imunoldgico na
formacéo de nitrato. Marletta descobriu que uma cepa de camundongos com
deficiéncia de macrofagos induzida geneticamente excretava quantidades muito
baixas de nitratos e estabeleceu uma relacdo entre a presenca de macrofagos e a
excrecdo de nitratos. Estudando macrofagos em cultura, descreveu a relagao entre
a adicdo de endotoxina bacteriana e interferon gama com a producéo de nitrato
pelos macréfagos constatando que, através da manipulacdo do meio de cultura na
auséncia de L-arginina, os macréfagos perdiam a habilidade de produzir nitratos.
John Hibbs et al. (1987) trabalhando independentemente demonstrou, que
macrofagos s6 conseguiam destruir células tumorais em cultura na presenca de
arginina e que a mesma era convertida em nitrato e citrulina. A partir desta
descoberta ele considerou, que o Oxido nitrico era produzido por uma enzima
presente no macréfago, que se utilizava de L-arginina como substrato e
produzindo citrulina, sendo o primeiro pesquisador a sintetizar um analogo da L-
arginina para bloquear esta enzima. O derivado metilado da L-arginina foi capaz
de inibir a capacidade dos macréfagos de gerar 6xido nitrico e assim destruir
celulas tumorais, fungos e bactérias.

Numa série de investigacbes ndo-relacionadas, pesquisadores
identificaram o Oxido nitrico como uma molecula mensageira intracelular.
Existem duas etapas deste aspecto da historia do oxido nitrico. A primeira etapa
diz respeito ao detalhamento de como neurotransmissores dilatam vasos

sanguineos e a segunda é concernente ao estudo de drogas dilatadoras



coronarianas utilizadas no tratamento sintomatico da angina. Furchgott, um
farmacologista cardiovascular trabalhando no Medical Center Downstate no
Brooklyn em Nova York, USA e Zawadski (1980), forneceram evidéncias que o
relaxamento de anéis vasculares induzido pela acetilcolina era mediado por um
fator relaxante derivado do endotélio (FRDE). Inameros investigadores,
incluindo o préprio Furchgott e Ignarro, da Universidade da California, tentaram
isolar sem sucesso o fator relaxante derivado do endotélio, no entanto,
demontraram que 0 mesmo aumenta 0s niveis intracelulares de GMPc no
musculo liso vascular. Neste meio tempo, investigadores como Ferid Murad, na
Universidade da Virginia, estavam tentando entender os mecanismos da eficéacia
da nitroglicerina no tratamento de ataques cardiacos. Em 1977, Murad e seus
colaboradores entdo na Universidade de Stanford descobriram, que a
nitroglicerina e outros nitratos organicos sdo pro-drogas, que se tornam ativas
quando convertidas metabolicamente a 6xido nitrico e que 0s mesmos relaxavam
0s vasos aumentando os niveis de GMPc (Katsuki et al, 1977). Em 1986, tanto
Furchgott como Ignarro especularam, que o éxido nitrico ou uma molécula
quimicamente relacionada, eram o fator de relaxamento derivado do endotélio.
Independentemente, Palmer et al. (1987) e Ignarro et al. (1987), forneceram
evidéncias que o FRDE era o oxido nitrico (NO). Um ano depois, Palmer et al.
(1988) publicaram que o NO era sintetizado no endotélio a partir da L-arginina,
formando no processo, a citrulina.

Garthwaite et al. (1988), trabalhando no Royal College of London,

encontraram evidéncias para a presenca e sintese de NO no cérebro. Estes



achados foram confirmados por David Bredt e Solomon Snyder (1989) no Johns
Hospkin Hospital de Baltimore, Maryland, USA, que localizaram as regifes onde
a Oxido nitrico sintetase neuronal se expressava e caracterizara o Oxido nitrico
como um neurotransmissor central e periférico, do tipo ndo adrenérgico nédo
colinérgico (NANC), em fibras neuronais no trato intestinal e genitourinario, que
passaram a se denominar fibras nitrérgicas.

Durante o periodo de 1989 até hoje, foram realizadas inimeras pesquisas
sobre a biologia e fungdo do NO com mais de 10.000 publicacdes neste campo
por ano e em 1992 o 6xido nitrico foi nomeado como “Molécula do Ano” por
parte dos editores da revista Science. A descoberta desta molécula como um
neurotransmissor, mensageiro celular e efetor da resposta imune celular
revolucionou varios campos da medicina, principalmente nas areas de fisiologia,

patologia, farmacologia basica e clinica, neurologia, imunologia e reproducao.

1.2 Biosintese do NO

O NO ¢ um radical livre gasoso inorganico formado pela 6xido nitrico
sintetase (NOS), numa reacédo que combina oxigénio molecular com o nitrogénio
terminal do aminoécido L-arginina, liberando L-citrulina. A NOS requer nédo
somente esses substratos , mas também outras co-enzimas/cofatores como a
flavina adenina dinucleotideo (FAD), a nicotinamida fosfato de adenina
dinucleotideo (NADPH), tetrahidrobiopterina (THB,) e calmodulina (Bredt &

Snyder, 1994; Palmer et al., 1988b; Moncada et al., 1989; Moncada, 1992)



(Figura 1).

L-arginina + O, + NADPH
FAD
NOS FMN
Biopterina
Citrulina + NO + NADP
HN HO—N O
N—NH,
NADPH HN 1!2 NADPH HN
ﬁb + NO*
O: H O
H,N
COOH COOH COOH
L-Arginina Ne-hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 1.Sintese do NO. No painel (a) é mostrado um esquema geral comsubstratos,
enzima, cofatores e principais produtos da via L-arginina-NO. Um esquema das
reacOes de oxidacdo mostrando as estruturas quimicas primarias € mostrado no painel
(b). Os inibidores da NOS agem como falso substrato, substituindo a L-arginina no
processo.

A NOS existe em trés isoformas. A NOS cerebral (NOSb) ou neuronal
(NOSn NOS1) e endotelial NOS (NOSc ou NOS3), também referida como NOS
constitutiva (NOSc), sdo responsaveis pela liberacdo basal de NO, sendo ambas
calcio/calmodulina dependente para sua ativacdo (Griffith & Stuehr, 1995;
Snyder, 1995). A atividade dessas duas diferentes isoformas de NOS podem ser

reguladas por hormonios sexuais (Weiner et al., 1994).



Uma terceira isoforma é a forma calcio-independente (NOSi ou NOS2),
que € expressa somente em resposta a citocinas inflamatdrias ou
lipopolissacarideos (LPS) (Nussler & Billiar, 1993; Morris & Billiar, 1994).As
trés isoformas da NOS sdo produtos de genes separados, entretanto com
homologia de 50 a 60% dos aminoacidos (Nethan & Xie, 1994).

Entretanto, as trés isoformas presumivelmente funcionam como um
homodimero durante a ativacdo, compartilhando de dominio carboxi-terminal
redutase homélogo a citocromo P-450 redutase e um dominio amino terminal
oxigenase contendo um grupo heme prostético, que sdo ligados ao meio da
proteina por um dominio ligador de calmodulina (Dinerman et al., 1993; Abu-
Soud et al., 1994; Sessa, 1994; Su et al., 1995).

O dominio redutase das trés isoformas de NOS contém tetraidrobiopterina
(THB), que € requerida para a geracdo eficiente de NO e necessario para manter
uma conformacdo estavel para o transporte de elétrons, provavelmente por
promover uma homodimerizacéo (Klatt et al., 1995; Tzeng et al., 1995; Ghosh et

al., 1996) (Figura 2).



PKA CaM FMN FAD NADPH

*___+ ¢+ 543

1000 1433

eNOS

iNOS

0 500 1000 1153

Figura 2. Isoformas da Oxido Nitrico Sintetase (NOS)

Aumentos da concentracdo intracelular de célcio disparam uma cascata de
eventos levando a ativacdo de NOSc e sintese de NO. O célcio intracelular se liga
a calmodulina para formar o complexo célcio-calmodulina e regular a ligacao de
calmodulina ao dominio trava (“latch domain”), que permite a transferéncia de
elétrons do NADPH via grupos de flavinas, através do dominio redutase de um
sitio ativo contendo heme, facilitando a conversdo de O, e L-arginina para NO e
L-citrulina (Abu- Soud et al., 1994; Su et al., 1995; Siddhanta et al., 1996).

Em contraste com NOSc, a NOSi néo requer um aumento intracelular de
calcio (Cho et al., 1992). Quelantes de calcio tém mostrado serem redutores da
atividade de NOSc; contudo, com vistas a atividade de NOSi , o papel do célcio
permanece pouco claro. Gellar et al. (1993), afirmam que quelantes de calcio
significativamente reduziram a atividade NOSI, enquanto Charles et al. (1993),
afirmam que a atividade NOSi néo ¢ influenciada pelos quelantes de célcio.

Excluindo o célcio, diversos outros fatores podem regular a atividade da



NOS. Mecanismos pré e p6s traducionais e transcricionais tém demonstrado
serem reguladores da expressdo de todas as isoformas de NOS (Kelly et al.,
1996). Embora a NOSi seja citosélica, a NOSc possui sitio de miristilacdo,
capacitando-a de se ligar a membrana celular (Busconi & Michel, 1993). A
fosforilacdo da NOSc pela proteina quinase C e A estd associada com o
desligamento da enzima da membrana celular e perda de atividade (Bredt et al.,
1992; Michel et al., 1993). Existem também, sitios potenciais de fosforilacdo na
NOSi (Geller et al., 1993); contudo, ndo tem sido demonstrado um significado
funcional para estes sitios.

A associacdo aparente das trés isoenzimas NOS com o endotélio (NOSe),
neurénios (NOSn) e com necessidade de inducdo (NOSI) € uma simplificacdo
didatica de apresentacdo das mesmas. Por exemplo, a NOSe é localizada nao
apenas nas células endoteliais vasculares mas também em plaquetas (Radomski
et al., 1990) e em certas populacdes neuronais no cérebro (Dinerman et al.,
1994), enguanto a NOSn foi encontrada no epitélio bronquiolar e na traquéia
(Kobzik et al., 1993), e também no musculo esquelético (Kobzik et al., 1994).
Além do mais, algumas diferencas tem sido identificadas entre NOSi obtidas de
diferentes tecidos dentro de uma mesma especie animal (Mohaupt et al., 1994).
Ademais, a NOSe (constitutiva) pode ser induzida em certas circustancias como
durante exercitagcdo cronica (Sessa et al., 1994) ou durante a gravidez, quando
tanto NOSe quanto a NOSi sdo induzidas (Weiner et al., 1994), enquanto em
alguns tecidos a NOSi é expressa constitutivamente, como no epitélio bronquial

humano (Kobzik et al., 1993), no rim de rato (Mohaupt et al., 1994) e em



alguns tecidos fetais (Baylis et al., 1994).

A L-arginina € o unico doador fisiolégico de nitrogénio e substrato
essencial para a determinacdo da taxa de geracdo de NO. A arginina é sintetizada
a partir da citrulina por acdo da argininosuccinato sintetase (Morris & Billiar,
1994; Nussler et al., 1994). O transporte da arginina para dentro da célula é fator
limitante da atividade NOS (Sax et al., 1988).

Inibidores competitivos da arginina como o N°- nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) ou o N-monometil-L-arginina (L-NMMA) promovem a
diminuicédo da atividade enzimatica da NOS (Bogle et al., 1992). Assim, a sintese
e transporte da arginina representam alvos potenciais para experimentacdo e
manipulacgdo da sintese de NO celular (Rosselli et al., 1998).

Tem-se demonstrado que a NOS é geradora de peroxido de hidrogénio,
superdxido, bem como de NO (Heinzel et al., 1992). Superoxidos (O, ) gerados
em baixas concentragbes de L-arginina reagem com o NO, resultando em
aumento da geracgéo de peroxinitrito (ONOO ) e consequente toxicidade celular.
Essas reagOes séo bloqueadas por inibidores de NOS como o L-NAME (Xia et

al., 1996).

1.3 Transporte de NO e Mecanismo de Acéo Bioldgico

Inicialmente, acreditava-se que o NO alcangava seu alvo intracelular
através da livre difusdo pela membrana da célula. Contudo, devido a sua

curtissima meia-vida (< 30 s) e sua alta reatividade com o O,’, ferro heme e nédo-



heme, o conceito de difusdo passiva do NO foi dificil de ser aceito. Devido a
reacdo do NO com os grupos tiol (-SH) de proteinas, esta molécula pode formar
compostos S-nitrosil estaveis e biologicamente ativos (Stamler et al, 1992). De
fato, tem-se demonstrado que o NO circula na forma de albumina S-nitrosilada e
possui atividades biologicas idénticas as do NO in vitro e in vivo (Keaney et al.,
1993). Desde que os compostos ferro-nitrosil s&o associados com ligantes de tiol,
a formacdo do ferro-dinitrosil cisteina tem sido sugerido como uma segunda via
para o transporte de NO (Mulsch et al., 1993).

Atualmente, o NO é tido como mediador de maultiplos efeitos bioldgicos,
embora inicialmente tenha-se acreditado, que os efeitos do NO fossem mediados
somente via ativagdo da guanilato ciclase e consequentemente, da 3’, 5’-
guanosina monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc atua como mediador no
relaxamento, inibidor do crescimento de célula muscular lisa vascular e na
prevencdo da agregacdo plaquetaria e aderéncia de neutrofilos as células
endoteliais (Murad, 1994).

Contudo, estudos recentes sugerem que 0 NO pode, também, induzir seus
efeitos bioldgicos por vias GMPc independentes. Sendo o NO paramagnético,
esta molécula possui alta capacidade de formacgdo de complexo nitroso de alta
afinidade com varios complexos metalicos (Lancaster et al., 1992). Além disso,
liga-se aos grupos tiol (-SH) da  gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH), e via este mecanismo o NO diminui a atividade glicolitica associada
ao infarto do miocérdio, falhas na reperfusdo e neurotoxicidade, além da inibicédo

da respiracdo mitocondrial (Moncada et al.,1991). Outro mecanismo



relevante pode incluir a S-nitrosilagdo dos tiois, formacdo de nitrotirosina e
ligacdo do NO ao heme protéico da cadeia respiratoria (McDonald & Moss,
1993; Mohr et al., 1996).

O NO apresenta acdo inibidora da atividade de GADPH através de
ligacdo covalente ao NAD ou ao NADH. Esta molécula também pode agir como
um radical livre sequestrador e inativar radicais superdxido ('O, prevenindo a
toxicidade celular (Cook & Tsao, 1993). Contudo, sob condicGes apropriadas, a
reacdo do NO com o ‘O, pode resultar na geracédo de peroxinitrito (ONOO’), um
potente oxidante celular (Beckman et al., 1990; Beckman & Crow, 1993). O
peroxidonitrito se decompde para formar o radical hidroxil reativo HOONO.
Peroxinitrito e seus metabolitos sdo capazes de induzir citotoxicidade por
peroxidacdo lipidica, nitrosilacdo de varias moléculas de tirosina quinase, que
regulam o funcionamento da enzima e sua via de transducdo de sinal e
promovem, também, inativacdo de canais de Na".

Juntos, estes achados sugerem que a acdo do NO numa célula depende de
sua concentracdo, estado redox celular e abundancia de metais, proteinas tiol e
tiois de baixo peso molecular (glutationa), bem como outros alvos nucleofilicos
(Davies et al., 1995).

Do ponto de vista biologico, as reacdes quimicas mais importantes do NO
sdo aquelas com o oxigénio em sua varias formas “redox” e com metais de
transicdo. A reacdo do NO com O, forma dioxido nitrico (NO,) , o qual dimeriza
para formar N,O,. Este Gltimo sofre uma dismutacdo espontdnea em solucao

aquosa a um pH de 7.4 para gerar os produtos finais estaveis nitrito (NO,) e



nitrato (NO3z) (Moncada et al., 1991; Lewis e Deen, 1994). Na presenca de
tecidos biologicos a meia vida do NO é de 3-5s (Moncada, 1991; Ignarro et al.,
1993). Numerosas interac@es quimicas com oxigénio, anion superdéxido e outros
radicais derivados do oxigénio e oxihemoproteinas (Ignarro et al., 1993). No
entanto, o NO gerado no organismo é convertido quase que completamente a
nitrato, uma vez que nitritos reagem com a oxihemoglobina (Ignarro, 1993)
segundo a seguinte reacao:
2Fe”* + 0, + 3NO, + 2H" < 2Fe* + 3NO5 +H,0.

A estimativa quantitativa de NO,” e NO3;” em amostras bioldgicas aquosas

¢ usada como uma medida indireta do NO produzido endogenamente (Archer,

1993; Schulz et al., 1999).

1.4 Inibidores da NO sintetase

Desde a descoberta da via arginina/NO, a utilizacdo de inibidores da NOS
tem demonstrado ser uma importante ferramenta no estudo da fisiologia,
farmacologia e até mesmo fisiopatologia dos diversos agravos que envolvem esta
enzima (Pinto, 1999).

Varios compostos foram descritos como capazes de inibir a sintese de NO,
atuando por diferentes mecanismos como antagonismo pelo sitio catalitico da
enzima (analogos da L-arginina) ( Hibbs et al., 1987; Moore et al., 1990),
antagonismo da calmodulina (Bredt & Snyder, 1990; Win et al., 1996) e

antagonistas que agem no sitio de ligacdo da flavina-adenina-dinucleotideo



(Stuehr et al., 1991).

Antes da descoberta do NO com um mediador bioldgico, demonstrou-se
que um analogo da arginina a N”-monometil-L-arginina preveniu a citotoxidade
de macrdfagos contra células tumorais (Hibbs et al., 1990). Subsequentemente,
demonstrou-se que este composto é um inibidor competitivo da formacao de NO
na vasculatura e em outros sitios (Moncada et al., 1989). Muitos outros analogos
da L-arginina sdo hoje conhecidos por agirem como inibidores competitivos
(algumas vezes irreversivelmente) tanto das isoformas constitutivas como
induzidas. Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas, em graus variaveis,
por analogos da L-arginina substituidos no grupamento guanidino (Mayer e
Andrew, 1998; Boucher et al., 1999). Alguns analogos da L-arginina exibem
certa seletividade por determinada isoforma, geralmente sobre as isoformas
constitutivas. A N®-ciclopropil-L-arginina, por exemplo, inibe com maior
poténcia a NOSn em relacdo a NOSi in vitro (Lambert et al., 1992), enquanto que
o N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) apresenta seletividade sobre a
NOSe ap6s hidrolise. J& o N®-amino-L-arginina nao é seletivo para nenhuma das
isoformas ( Gross et al., 1990; Gross et al., 1991; Lambert et al.,1991; Lambert et
al., 1992; Furfine et al., 1993). Os mecanismos de inibicdo da NOS induzida por
estes compostos variam, porém todos envolvem a ocupacdo do sitio ligante para
0 substrato.

Além dos analogos da L-arginina, varios compostos heterociclicos como o
7-nitroindazol (7-NI) também sdo capazes de inibir a NOS (Moore et al., 1993;

Mayer e Andrew, 1998; Boucher et al., 1999). Ao contrario de outros



inibidores seletivos de NOSn, a base para sua seletividade envolve uma captacéo
diferencial deste inibidor pelos neurénios em comparagdo ao endoételio. Este
composto apresenta efeitos cardiovasculares discretos in vivo, apesar de ser um
potente inibidor da atividade da NOS em homogenados de células endoteliais
(Babbedge et al., 1993; Moore et al., 1993; Wolff et al., 1994).

Aminoécidos que compartilham com a arginina a por¢do guanilinica,
também possuem a capacidade de inibir a NOS. Entre estes merecem destaque o
NC-N®- dimetil-L-arginina (L-ADMA), o N-monometil-L-arginina (L-NMMA) e
o N®-N’C- dimetil-L-arginina (L-SDMA), que s&o naturalmente encontrados nos
organismos vivos (Vallance et al. 1992). O ADMA e SDMA séo encontrados
livres no citosol celular. Provavelmente esses aminoécidos sdo frutos do
“turnover” de proteinas, porém podem ser captados a partir do meio extracelular
atraves do transporte de L-arginina (Bogle et al., 1995). O papel destes
aminoécidos como inibidores naturais da NOS foi melhor caracterizado com a
descoberta de uma enzima capaz de metaboliza-los a citrulina, a dimetil-amino-
hidrolase (DDAH), o que possibilitou especular sobre a possibilidade de se
modular a atividade da NOS a partir da concentracdo desses aminoacidos pela
DDAH (McAlister etal., 1996; McAlister & Vallance, 1998).

Outro composto foi sugerido como inibidor natural da NOS. Trata-se de
um peptideo de 89 aminacidos, a proteina inibitoria da NOSn (PIN). A proteina
humana apresenta alta homologia com a de rato (100%), sugerindo, assim,
participar de funcbes altamente conservadas ao longo da evolucdo. Sequéncia de

ligagdo com essas moléculas so foi observada na isoforma neuronal da NOS.



Nesta enzima, o provavel mecanismo de inibicdo repousa sobre a capacidade da
PIN em evitar a dimerizagdo da NOSn, entretanto, de modo diferente do
observado com o 7-nitro-imidazol (7-NI) (Jaffrey & Snyder, 1997).

Dentre os compostos sugeridos como inibidores da NOS, o N-imioetil-L-
ornitina (L-NIO), um substituto imidazolico da ornitina, projeta-se pela
capacidade de inibir irreversivelmente esta enzima, com poténcia cinco vezes
superior a observada entre os compostos (Moncada et al., 1991).

Outro inibidor da NOS que merece ser diferenciado é a aminoguanidina
por possuir uma seletividade pela NOSi (Misko et al., 1993; Wolff & Lubeskie,
1993; Matson et al., 1998). Esse composto possui um coeficiente de inibi¢do para
a isoenzima induzida 32 a 52 vezes inferior aos obtidos para produzir alteragdes
pressoricas agudas em ratos (Corbett et al., 1992). Um resumo dos principais
inibidores da seletividade relativa e estrutura quimica primaria é demonstrada na
tabela 1.

Mais recentemente foi possivel avaliar melhor a funcéo das isoformas nos
organismos gracas ao desenvolvimento de animais destituidos geneticamente
dessas enzimas. Ja foram desenvolvidos animais transgénicos (knock-out) para as

trés isoenzimas (Sheseley et al., 1996; Huang et al., 1995; Laubach et al., 1995).



Tabela 1. Principais inibidores das isoenzimas sintetases de éxido nitrico

Composto Abreviacdo Estrutura Quimica Poténcia Inibitoria Fonte
N®- - Endégena e
monometil- J\ Sintese
L-arginina "y ../\/\r"°=“ NOSe=NOSn >NOSi Artificial
H H
NH,
N®-nitro- Ji Sintese
Larginina oy co,n NOSn=NOSe>>NOSi Artificial
Y
TWH N‘H2 o] .
N®-Nitro-L ond —C — NHCH,CH,CH,CH-C—0CH, - HEl NOSe>NOSn=NOSi Sintese
arginina Artificial
metil éster
N®-amino-L- ,l"li
arginina H,Ny, co,u NOSn=NOSe>NOSi Sintese
Y Artificial
m)
/'N 7-NI ""NOSn>>NOSe=iNOs Sintese
¥ Artificial

NO

NH

N- )k CO,H NOSi>NOSe=NOSn Sintese
Siminoetil-L- :’t/\/\l/ Artificial

ornitina -

NH
Sintese
H'N\NJI\NH, NOSi>NOSe=NOSn Atrtificial
H

Peptideo PIN Especifico para NOSn Enddgena
Inibidor

Neuronal

N®- N®- L-ADMA NOSe>>NOSn>NOSi Endégena”
dimetil-L-

arginina

N®- N®'- L-SDMA NOSe>>NOSn>NOSi End6gena”
dimetil-L-

arginina

" Produzida por vérios tecidos, incluindo endotélio e encontrada no plasma e
urina de seres humanos (Kakimoto e Akazawa, 1970; Vallance et al., 1992;
Fickling et al., 1993; Kimoto et al., 1995).

" In vivo ap6s hidrélise o L-NAME tem maior especificidade pela isoforma
endotelial.

" In vivo o 7-NI é captado seletivamente por neurdnios, in vitro a poténcia de
inibicdo € semelhante para as trés isoformas.



1.5 O Papel do NO na Reproducéo

Atualmente, sabe-se que o NO ¢ produzido em diferentes células,
incluindo células musculares, mesangiais, neurénios, plaquetas, hepatocitos,
macrdfagos, fibroblastos e células epiteliais. O NO regula o ténus das células
musculares, a agregacdo e adesdo plaquetarias, o crescimento celular, a apoptose,
a neurotransmisséo, lesdo celular, bem como as respostas imunes induzidas por
infeccbes. Devido ao fato desses processos estarem associados a biologia,
fisiologia e fisiopatologia de diversos processos reprodutivos é provavel, que o
NO desempenhe papel importante na reproducdo. Na ultima década, o NO foi
reconhecido como molécula reguladora importante da biologia e fisiologia do

sistema reprodutivo (Rosselli et al, 1998).(Figura 3).
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Figura 3. Papel do 6xido nitrico na fisiologia do trato reprodutivo masculino e feminino.
Adaptado de Rosselli et al, 1998.



1.6 O Papel do NO na Reproduc¢éo Feminina

1.6.1 Funcdo Ovariana

O papel do NO como regulador da fungéo ovariana foi evidenciado a
partir da observacdo de que a sintese de NO aumenta com o desenvolvimento
folicular. Durante o desenvolvimento folicular e a ovulacgéo, foi observado a
correlagdo do aumento dos niveis de NO e estrogeno (Rosselli et al, 1994a).

Shukovski & Tsafriri (1994) demonstraram, que a administracdo
intraperitoneal ou via regido peri-ovariana de inibidores da 6xido nitrico sintetase
(NOS), inibiu a ovulacdo em ratas, fornecendo evidéncias de que o NO participa
do processo ovulatorio.

Bonello et al. (1996), constataram através de avaliacdo da interferéncia no
fluxo sanguineo para o ovario, que o NO participante do processo ovulatério ndo
seja de origem endotelial, mas gerado localmente por células ovarianas bem

como pela vasculatura ovariana, regulando a ovulagéo.

1.6.2 Funcao do Oviduto

A contracdo induzida por endotelina no oviduto teve sua intensidade
diminuida pela administragdo de L-NAME, um inibidor da NOS evidenciando a
participacdo do NO na fisiologia e regulacdo da funcdo do oviduto (Rosselli et
al., 1994b). Em 1997, Ekerhovd et al., constataram a acdo do NO como mediador

da atividade contratil em anéis isolados de trompa de Fallopio humana.



O oviduto tem papel funcional critico, sendo o local de fertilizacdo e
principio do desenvolvimento embrionario. E possivel que o NO tenha
importante participacdo nesses processos. A liberacdo basal de NO pode
promover a motilidade espermédtica e proteger o Ovulo, bem como o
espermatozoide dos danos causados pela acdo do radicais livres (Rosselli et al.,
1994b).

Contrario a situacdo fisioldgica, a NOS no oviduto pode aumentar sobre
certas condicBes patologicas, como infeccdes ou endometrioses, que
eventualmente levam a diminuicéo da fertilidade através do efeito deletério e/ou

toxico no espermatozéide, bem como no évulo (Rosselli et al., 1998).

1.6.3 Funcao Uterina e Vaginal

O NO regula a contratilidade das células musculares lisas e a contracdo
espontanea, bem como a distensdo do Gtero durante a gravidez, tendo portanto
acdo reguladora de processos bioldgicos e fisiopatologicos do utero, tornando-se
alvo de intensas investigacoes (Azuma et al., 1995; Dong & Yallamplalli, 1996).

Os vasos e neurdnios uterinos expressam NOS, a qual modula, atraves do
NO, o efeito contratil de mdltiplos fatores vasoativos locais e sistémicos
(Magness et al., 1996; Veille et al., 1996). Alem de ter sido demonstrada a
presenca de NOS na parede dos vasos e neurdnios, a presenca desta sintetase foi
encontrada no epitélio glandular, em células do estroma endometrial, células

musculares lisas e mastocitos miometriais, sugerindo que o NO tem papel local



importante no controle geral da funcéo uterina (Telfer et al., 1995).

Buhimschi et al. (1996), demonstraram que a cérvix de ratas expressa as
trés isoformas de NOS, a NOS induzida (NOSI), a neural (NOSn) e a endotelial
(NOSc). Além disso, constataram que durante a gestacdo e no pré-parto os niveis
de NOSi aumentam na cervix e diminuem no Utero. Com a administracdo de L-
NAME, um inibidor da NOS, esses autores observaram um prolongamento do
trabalho de parto.

Durante a gestacdo e o parto ocorrem mudancas hormonais e de seus
receptores, que podem regular a atividade da NOS cervical. Ali et al (1997),
evidenciaram que modificacGes da atividade da NOS cervical e uterina era
progesterona dependente.

A atividade de NOS foi demonstrada na vagina. Chartterjee et al (1996),
encontraram NOSc ativa no tecido epitelial escamoso e nas células musculares
lisas da vagina. A maior atividade dessa NOS foi demonstrada no estro e no pro-

estro.



1.7 O Papel do NO na Reproducao Masculina

1.7.1 Oxido Nitrico e Regulacdo da Erecio Peniana

Em 1990, Ignarro et al. demonstraram pela primeira vez, que a
estimulacdo elétrica de tiras isoladas de corpo cavernoso de coelho, promovia a
formacdo enddgena de NO. Baseado nestas observaces, eles postularam que a
erecdo peniana é mediada pelo NO gerado em resposta a neurotransmissao nao-
adrenérgica-ndo-colinérgica (NANC). Subsequentemente, Holmquist et al
(1991), forneceram evidéncias, gque in vivo, a ativacao da via arginina/NO induz
erecdo peniana em coelhos.

Ap0s esses achados, a regulacdo enddgena do NO e o mecanismo pelo
qual ele regula a erecdo peniana foi motivo de intensas investigacdes. Burnett et
al (1992), localizaram atividade de NOS em neurdnios penianos de ratos
inervando o corpo cavernoso e plexo neural na camada adventicia de artérias

peniana, sugerindo que o NO é mediador da funcdo peniana (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de regulacdo do tonus da musculatura lisa do corpo
cavernoso e erecdo peniana e modulagéo farmacoldgica. PGE;= prostaglandina Ej;
PIV= peptideo intestinal vasoativo; PDE= fosfodiesterases; PQG e PQA= proteina
quinase G e proteina quinase A. Adaptado de Bivalacqua et al., 2000.



Em 1992, Burnett et al., constataram a abundante presenca de NOSc no
endotélio da vasculatura peniana e no endotélio sinusoidal do corpo cavernoso.
Morande et al. (1995), demonstraram atividade de NOS em células pineal.

Através de técnicas de imunohistoquimica e histoquimica Burnett et al.
(1995), demonstraram a localizacdo da NOS no trato genital de ratos machos.
Estes autores demonstraram uma maior densidade da enzima na cauda do
epididimo e no canal deferente e uma menor densidade desta nos testiculos,
cabeca e corpo do epididimo, vesicula seminal e glandula coagulatoria. A medida
da atividade enzimética da NOS através da analise da taxa de convercdo da L-
arginina [H*] em L-citrulina [H*] e NO revelou, que os padrdes funcionais s&o
coerentes com a distribui¢cdo da NOS ao longo do trato genital. As maiores taxas
de atividade enzimética sendo localizadas, portanto, na cauda epididimaria e no
canal deferente.

A NOS neuronal parece ter papel decisivo como mediador da erecéo
peniana (Burnett et al, 1996). Em humanos, a atividade NOS foi localizada de
forma discreta em neurénios do plexo pélvico, em nervos do corpo cavernoso,
incluindo as terminagdes de tecido erétil do corpo cavernoso, feixes neurais do
dorso do pénis e plexos neurais da adventicia de artérias do corpo cavernoso
(Burnett et al, 1993).

Em humanos, a atividade NOS foi identificada em discretos locais
neuronais, incluindo plexo pélvico, nervos cavernosos e suas terminacgdes, que se

encontram dentro do tecido erétil, ramos do nervo dorsal peniano e nervo na



adventicia das artérias profundas (Burnett et al., 1993).

Foi demonstrado, que o neurdnio pré-ganglionar que se estende da coluna
vertebral ao pénis contem NOS (Vanhatalo & Soinila, 1995). Esses achados
sugerem, que o NO afeta a erecdo peniana em varios niveis neuronais (Vanhatalo
et al., 1996). Adicionalmente, a injecdo direta do L-NAME no nucleo
paraventricular, mas ndo no nucleo caudal, no septo medial, &rea pré-optica e a
area CAl do hipocampo inibe a erecdo peniana induzida por apomorfina e
ocitocina. Esses achados sugerem que acGes do NO no cérebro e distal dos
nervos periféricos, podem influenciar a erecdo peniana (Melis et al., 1994a).

Em camundongos desprovidos de NOSn, a NOSc tem-se mostrado
mediadora da erecdo peniana dependente de NO (Burnett et al., 1996). Juntos,
esses achados sugerem, que tanto a NOSn como a NOSc sdo capazes de regular a
erecdo peniana. Como o NO age como mediador da erecdo peniana, fatores
reguladores da NOSn ou NOSc podem diferencialmente interferir na erecéo
peniana (Rosselli et al., 1998).

A NOS neuronal do corpo cavernoso do pénis do rato foi clonado por
Magee et al. (1996). O NOSc presente no pénis difere do NOSn cerebral pela
presenca de 102 nucleotideos. O RNAmM é expresso no pénis uretra, préstata e
musculo esquelético do rato, coexistindo com a NOSnh cerebelar no plexo pélvico
e bexiga e €, também, detectavel no cerebelo.

As caracteristicas da NOSn sugerem, que esta pode ser regulada
diferentemente da NOSn cerebelar. Em adicdo a NOSc e NOSn, a NOSi é

expressada nas células do mdsculo liso do corpo cavernoso do pénis



(Garban et al., 1997). Recentemente foi feita a clonagem da NOSi peniana de
ratos e de humanos e os estudos demonstraram varios aminoacidos diferentes,
quando comparado a sua isoforma analoga no tecido ndo peniano (Garban et al.,
1997).

Como a disfuncéo erétil estd associada com a atividade reduzida de NOSn
e também a reducdo da complacéncia da célula muscular lisa peniana (Regazzi
et al., 1996; Carrier et al., 1997), a clonagem dessa isoforma pode abrir o
caminho para possivel gerenciamento da disfuncdo da erecdo peniana.

De fato, a indugéo local de NOSi injetando-se uma mistura de indutores
corrigiu a disfuncdo peniana observada em ratos senescentes (Garban et al.,
1997).

Varias linhas de evidéncias sugerem, que a via NO-GMPc é responsavel
pela mediacdo da erecdo peniana em resposta a administracdo do acido N-metil-
D-aspartico (Melis et al., 1994b), acetilcolina (Champion et al., 1997), ocitocina
(Melis et al., 1994a), apomorfina (melis et al., 1994a), cocaina (Chan et al.,
1996), androgenos de maneira geral (Person et al., 1996), testosterona (Zvara et
al.,, 1995), dehidrotestosterona (Lugg et al., 1995), estimulacdo elétrica
(Holmquisst et al., 1991) e dopamina (Melis et al., 1996).

Em contraste, a erecdo peniana induzida pelo peptideo intestinal vasoativo
e adrenomoduladores ndo foi revertida pelo L-NAME, um inibidor da NO
sintetase, sugerindo que uma via independente de NO também participa da
erecdo peniana (Hayashida et al., 1996; Champion et al., 1997).

Juntos, esses achados reafirmam a importancia e possivel uso de



ativadores e potenciadores da via arginina-NO-guanilato ciclase como agentes
terapéuticos na disfuncdo erétil. Devido aos vastos efeitos locais do NO no pénis
e como esta molécula € muito labil e de meia vida curta, a aplicacdo
farmacoldgica da substancia ativa no 6rgdo em questdo, pode ser efetiva em altas
concentracGes sem causar efeitos colaterais. A linsidomina (SIN-1), um doador
de NO, tem sido usado com sucesso para corrigir desordens de erecdo peniana
em homens (Stief et al., 1992).

A regulacdo da erecdo peniana por androgenos e pela pituitaria e seu
relacionamento com a atividade de NOS ¢é de interesse fisioldgico especial. A
deficiéncia de andrégenos como a testosterona, tem sido desde muito tempo
associada a impoténcia e disfungdes da erecdo peniana (Garban et al., 1995;
Penson et al., 1996) De fato, a castracdo resulta em significantiva diminuicéo da
atividade NOSc e NOSc no pénis e reduz a ere¢do peniana induzida por
estimulacdo elétrica em 70% (Lugg et al.,, 1996; Penson et al., 1996). A
administracdo da droga antiandrogénica, flutamina, a ratos néo castrados, reduziu
a atividade das enzimas NOSc e NOSn e também, a ere¢do peniana. Em ratos
castrados a resposta erétil foi abolida completamente, entretanto a atividade NOS
ndo estava diminuida abaixo dos valores observados em ratos castrados.

A administracdo de estrogeno a ratos castrados, assim como a
hipofisectomia ou tratamento com antagonistas de GnRH em ratos intactos
diminuiu a resposta erétil em niveis abaixo dos valores de animais castrados
controle. Além disso, em ratos hipofisectomizados a atividade NOS peniana

encontra-se abaixo dos niveis encontrados em animais castrados. Estes dados



sugerem, que a erecdo peniana em ratos € completamente dependente de
androgenos, provavelmente devido a sua acdo na manutencdo da atividade NOS
(Penson et al., 1996).

A disfuncdo erétil ocorre em patologias como o diabetes tipo | e I,
acompanhada de hipogonadismo, bem como uma diminuicdo significativa da
quantidade e atividade de NOSn no pénis (Vernet et al., 1995; Rehman et al.,
1997). E possivel, que a administracdo de andrégenos ou doadores de NO a ratos
diabéticos pode ser terapeuticamente importante para melhorar a atividade NOS e
consequentemente a erecdo peniana. A tensdo de oxigénio e regulador da sintese
de NO, e baixa pressdo de oxigénio inibe a atividade NOS no corpo cavernoso
(Kim et al., 1993). Da mesma forma, o tabagismo leva a uma consideravel
diminuicdo da atividade NOS, com diminuicdo da quantidade de NOSn, que néo
é refletida na reducdo da resposta a estimulos elétricos (Xia et al., 1997). Esse
fato pode ser atribuido a uma sintese compensatéria de NO por outras isoformas
de NOS. Na verdade, a atividade NOSc em ratos expostos ao cigarro nédo foi
afetada (Xia et al., 1997), foi demonstrado que a NOSc induziu ere¢do peniana
em camundongos com deficiéncia de NOSn (Burnett et al., 1996). A funcdo erétil
encontra-se diminuida em ratos velhos e senescentes. Comparando-se a ratos
jovens, houve uma diminuicdo da atividade de NOS, bem como de fibras
musculares contendo NOS em ratos velhos (Garban et al., 1995; Carrier et al.,
1997).

Embora o mecanismo erétil permaneca intacto com o avancar da idade em

ratos, as respostas estimulatoria central e periférica estdo diminuidas e ha



também, a reducdo do numero de fibras contendo NOS, que podem contribuir
para essas observacoes.

Portanto, 0 NO tem papel decisivo na regulacdo da erecdo peniana e a
aplicagéo local de doadores de NO bem como terapia génica podem tornar-se

alternativas clinicas no tratamento da disfuncéo erétil (Rosselli et al., 1998).

1.7.2 Oxido Nitrico e Funcao Testicular

Ehrem et al.(1994), demonstraram pela primeira vez, a presenca de baixos
niveis de atividade de NOSc no testiculo e altos niveis nos outros 6rgéos do trato
urogenital masculino (uretra, bexiga, canal deferente, préstata e vesicula seminal)

(Figura 5).

Figura 5. Anatomia do Trato Reprodutivo Masculino de Rato

O papel do NO no testiculo foi evidenciado pelo fato desse Orgédo

apresentar trés categorias de enzimas importantes para a sintese do mesmo.



Milstien et al. (1996) constataram a presenca da GTP-ciclohidrolase I, a enzima
inicial para a sintese de THB,. A argininosuccinato sintetase e liase, enzimas
responsaveis pela geracdo de L-arginina, foram detectadas em abundancia no
testiculo (Yu et al., 1995). Ewing & Maines (1995), confirmaram a existéncia da
isoenzima heme oxigenase HO-1 e HO-2, que clivam a heme molécula para
produzir NOS.

Para avaliar a relevancia fisiologica da atividade de NOS no testiculo, a
distribuicdo da mesma foi caracterizada em varias células. Células de Leydig, de
Sertoli e endoteliais de testiculo humano, demonstraram possuir NOSc ativa
(Davidoff et al., 1995; Zini et al., 1996).

Em 1997, Davidoff et al. demonstraram a co-localizacdo do GMPc nas
celulas de Leydig, o que sugere que as células testiculares sdo equipadas com a
via NO-GMPc, podendo participar de forma importante na regulacdo das funcgdes
testiculares como espermatogénese e esteroidogénese.

A NOSc estd presente nas células de Sertoli e Leydig em todos 0s
estagios da espermatogénese, porem foi constatado que a NOSc ativa esta
correlacionada a processos degenerativos e a apoptose celular (Zini et al., 1996).

O NO atua no testiculo como um regulador do fluxo sanguineo, da
permeabilidade celular e na funcdo contréatil das miofibrilas, regulando assim, a
sintese e transporte de esterdides (Adams et al., 1994; Davidhoff et al., 1995).
Wang et al (1997) identificaram uma variacdo testicular da NOSn. O papel do
NO como regulador da ester6idogénese no testiculo e os fatores autdcrino-

paracrino na regulacdo desse processo tem sido alvo de constantes



investigacéo, sendo um dos objetivos de nosso trabalho.

1.7.3 Oxido Nitrico e Motilidade Espermatica

O NO regula a motilidade espermatica (Hellstrom et al., 1994). Em
condicdes fisioldgicas, pequenas quantidades de NO séo geradas neutralizando
radicais livres que inibem a motilidade espermatica. J4 em estados patoldgicos, a
excessiva producdo de NO contribui para a formagéo de peroxinitrito, um anion
altamente tdxico, que reduz a motilidade espermatica (Rosselli et al., 1995).

Além do NO, a L-arginina, o substrato para a NOS influencia a
viabilidade espermatica. Em homens com anormalidades espermaticas, 0s niveis
de arginina estavam mais baixos, quando comparados aos encontrados em

individuos normais (Szabo et al., 1996).

1.7.4 Oxido Nitrico e Espermatogénese

A espermatogénese € um complexo processo de divisao e diferenciacdo
celular que conduz a formacao do espermatozoide (SPTZ) (McDonald & Pineda,
1989), enquanto mantém o numero de espermatogdnias (Courot et al, 1970;
Ortavant et al, 1977). A liberacdo do SPTZ é um evento que culmina numa série
de outros eventos, que tiveram inicio na vida fetal (Setchell, 1982).

As células esperméticas sdo oriundas a partir das células germinativas
primordiais, que migram do saco vitelinico para a gonada indiferenciada, onde
estas células, por um mecanismo de diferenciacdo que se inicia na puberdade,

vao formar as espermatogonias e determinar a espermatogénese (Garner &



Hafez, 1982). Segundo Farris (1971), a origem da espermatogénese em ratos
ocorre em torno de 50 a 60 dias de vida.

Para que ocorra a multiplicacdo e manutencdo de uma numerosa
quantidade de espermatogbnias, nesse processo esta envolvida uma série de
divisbes mitdticas de uma espermatog6nia denominada Tipo Al, para células
mais diferenciadas, denominadas A2, A3, In, B1 e B2 (Amann & Schanbacher,
1983).

A espermatogénese pode ser dividida em fases distintas, que s&o
espermatocitogénese e espermiogénese. A espermatocitogénese € uma fase
proliferativa, onde as células germinativas sdo multiplicadas por uma série de
divisdes mitoticas seguida de divisbes meioticas, ou seja, de espermatogbnia a
espermatide (McDonald & Pineda, 1989) (Figura 6).

A espermiogénese € uma fase diferenciativa, onde o ndcleo e o citoplasma
sofrem mudancas para formar o espermatozoide (McDonald & Pineda, 1989).
Segundo Ortovant (1977), nesta fase, a espermatide sofre uma metamorfose para
se transformar, posteriormente, em espermatozdide.

O NO éum radical livre ativo e um importante mensageiro intracelular.
Foram descritos efeiotos de doadores de NO, como o nitroprussiato de sodio no
espermatozoide. O nitroprussiato de sodio estimula a hiperativacédo e a sintese de
prostaglandinas e de leucotrienos em espermatozdide de camundongos ( Herrero
et al. 1994; Herrero et al., 1995) e aumenta a motilidade e a peroxidacao lipidica
em espermatozoides humanos (Hellstrom et al., 1994).

Zamir et al. (1995), observaram que o nitroprussiato de sodio estimula



a formacdo de GMPc e a reacdo acrossomica em espermatozdides bovinos.
Entretanto, Herrero et al. (1996), demonstraram que houve reducdo da
fertilizacdo in vitro, quando espermatozdides de camundongos foram incubados
com L-NAME, sugerindo a participacdo do NO nafisiologia dos mesmos. Em
1997, Herrero et al., evidenciaram a presenca de NOS em espermatozoides de
camundongos e efirmaram, que os espermatozoides de mamiferos tem habilidade
potencial para sintetizar NO, sugerindo um papel do NO enddgeno da funcéo

espermatica.
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Figura 6- Espermatogénese no rato. Os efeitos da testosterona e FSH na progressdo das
células espermatogénicas sdo mostrados (setas) no esquema acima. O FSH age
predominantemente para dar suporte a diferenciacdo das espermatogfnias previnindo a
degeneracdo prematura das mesmas e das espermatides, além de promover a divisdo
meidtica dos espermatdcitos na fase de paquiteno, dando origem a espermatides
arredondadas. O principal efeito da testosterona é de facilitar a progressao de espermatides
arredondadas (nos estagios VII-VIII do ciclo espermatogénico) em espermatides em
alongamento, talvez mantendo a ligacdo fisica das células “ attachment” as células de



1.7.5 Controle Hormonal da Espermatogénese

Segundo Austin (1983), o inicio da espermatogénese durante a puberdade
requer tanto FSH como LH. A acdo do LH ¢ indireta, através da estimulagéo da
producdo de testosterona pelas células de Leydig, pois altos niveis de
testosterona sdo requisitados para a espermatogénese.

O requerimento hormonal para iniciar a espermatogénese em animais
imaturas difere do requerido para a manutencdo da espermatogénese em animais
hipofisectomizados (Kaltenbach & Dunn, 1987). Steinberger (1974), propbs que
a mitose da espermatogbnia e o estagio inicial da meiose sdo hormonio
independente e que a reducdo final da meiose requer testosterona, enquanto que a
diferenciacdo morfoldgica final de espermatide em SPTZ requer FSH e talvez
testosterona.

Segundo Reeves (1987), o LH e o FSH séo liberados de forma tbnica e
basal. Os niveis ténicos sdo responsaveis pelo controle da liberagdo através do

feedback (-) das génadas.

1.7.6 Oxido Nitrico e Esteroidogénese

Rettori et al.(1994) demonstraram evidéncias diretas da participacdo do
NO como regulador da sintese do horménio liberador do horménio luteinizante
(LHRH). Em 1979, Ojeda et al. demonstraram, que a PGE; estimula a liberagdo

de LHRH tanto “in vitro” quanto “in vivo”. Rettori et al.(1992) evidenciaram a



participacdo do NO indutor da liberacdo e sintese de PGE, do hipotalamo. Estes
fatos sugerem que o NO deve ativar enzimas como a cicloxigenase, responsavel
pela conversdo de acido araquidénico em prostanoides.

A norepinefrina é tida como indutor da liberacdo de LHRH via oy-
adrenoreceptores. A sintese de LHRH induzida pela norepinefrina €
acompanhada por aumento da concentracdo de PGE,, porém o uso de inibidores
da NOS (L-NAME) ou sequestradores de NO (p.ex., hemoglobina), bloqueiam o
efeito da norepinefrina sobre a sintese de LHRH. Esses achados tornam evidente
a participacdo da PGE,, modulada positivamente pelo NO como mediadora da
sintese de LHRH induzida por norepinefrina (Rettori et al., 1992; McCann &
Rettori, 1996 a).

Outro agente promotor de liberacdo do LHRH do hipotadlamo é o acido
glutamico, que também induz liberacdo de norepinefrina no cérebro (Navarro et
al., 1994). Inibidores da NOS como o L-NMMA bem como a hemoglobina (um
sequestrador de NO) sdo inibidores da liberacdo de LHRH induzida pelo acido
glutdmico (Rettori et al., 1994).

O NO gerado a partir de neurdnios geradores de NO induz a liberacéo de
LHRH (Bonavera et al., 1993).

A ocitocina pode induzir comportamento de monta via liberacdo de LHRH
induzida por NO (Rettori et al.,, 1997). Esses autores demonstraram que a
ocitocina estimulou a liberagcdo de LHRH, PGE, e NO quando da auséncia de L-
NMMA, enquanto que na presenca deste inibidor de NOS a estimulacdo nédo

ocorreu. Além desses achados esse grupo de pesquisadores constatou, que 0



NO gerado a partir da estimulacdo pela ocitocina libera LHRH bem como inibe
a liberacdo de ocitocina através de um feedback (-).

A liberacdo de LHRH é pulsétil e ndo constante. Estudos demonstraram a
participacdo de acido Y-aminobutirico (GABA) como regulador desse fenémeno.
Inibidores da NOS como o L-NMMA e hemoglobina previnem o efeito inibitorio
do GABA, sugerindo que esse efeito seja mediado pelo NO (Rosselli et al.,
1998).

A importéncia fisiologica desse processo é que o LHRH estimula a
glandula pituitaria com subsequente liberacdo de gonadotrofinas, que por sua
vez ativam as gbnadas para produzir os esterdides sexuais. Nas fémeas, o LHRH
induz ovulacdo e luteinizacdo das células precursoras do corpo luteo, enquanto
que em machos induz a espermatogénese. Portanto, o LHRH age ndo somente na
regulacdo gonadal, mas também na secrecdo de esterdides tanto em machos
quanto em fémeas (McCann, 1982; Jenner & Conn, 1994).

A atividade NOS tem sido demonstrada em células de Leydig e Sertoli do
testiculo (Davidoff et al., 1997). Essas células sdo importantes reguladoras da
sintese de testosterona. Desta forma é provavel que o NO também regule a
sintese de testosterona.

Estudos evidenciaram, que o NO participa da sintese de testosterona como
um regulador negativo da mesma (Adams et al., 1992; Welch et al., 1995).

Adams et al. (1993) demonstraram que a supressdo de testosterona
induzida pelo alcool foi revertida na presenca de L-NAME, sugerindo que o

etanol induz seu efeito via geracdo de NO. A administracdo de L-NAME



aumentou a concentracdo de testosterona plasmatica em ratos, sugerindo que o
NO é um regulador negativo da sintese de testosterona. Adams et al. (1996),
demonstraram que o L-NAME aboliu a supressdo induzida por morfina e a
liberacdo da sintese de testosterona induzida por HCG, indicando que esse efeito
ocorre diretamente no testiculo e ndo é dependente da secrecdo de LH. Devido ao
fato do NO e do L-NAME n&o aumentarem o efeito da morfina nem do
naltrexone (um antagonista dos opioides), respectivamente, é possivel que o NO
e 0s opidides suprimam a liberacdo de testosterona por mecanismos diferentes.

Com o intuito de mostrar o0 mecanismo pelo qual o NO suprime a
liberacdo de testosterona, Welch et al. (1995) demonstraram que a liberacdo da
sintese de testosterona induzida por HCG em cultura de células de Leydig
aumentou nos tratamentos com L-NMMA e L-NAME e esse aumento foi
acompanhado pela diminuicéo intracelular de GMPc. Esses achados sugerem que
0 NO medeia seus efeitos via GMPc.

A administracdo in vivo de vasodilatadores como a hidralazina e
nicardipina (ndo geradores de NO), inibiram a liberacdo basal de testosterona,
bem como a liberagdo induzida por L-NAME, sugerindo um envolvimento
vascular, porém de forma especulativa (Adams et al., 1994).

A esteroidogénese nas células de Leydig é controlada por horménios do
eixo hipotaldmico hipofisario, bem como por diversos outros fatores produzidos
no testiculo que atuam de modo autocrino e/ou paracrino (Saez,
1994).Investigacdes recentes focam fatores central e periférico como mediadores

da acdo inibitoria na producdo de androgeno e na funcéo celular controlada



por andrégeno. Exemplo disso, os peptidios opidides endégenos sdo importantes
moléculas mensageiras envolvidas no controle paracrino da funcdo testicular,
especialmente nas mudancas na esteroidogénese testicular (Akinbami et al.,
1994; Kaostic et al., 1997). Kostic et al. (1998), indicaram um possivel papel do
NO com regulador decrescente da producdo de andrégenos. Entretanto, ndo esta
claro o que esse achado representa para a ativagdo da via do NO testicular. Esses
autores concluiram, que ha controvérsias sobre a acdo direta do NO sobre as
células de Leydig, ou se haveria uma acao indireta através da producao local de

outras moléculas sinalizadoras.

1.7.7 Oxido Nitrico e Comportamento Sexual

Estimulos sexualmente relevantes elicitam uma complexa cascata de
par&metros genital e somatomotor, que séo facilitados por hormdnios esteroides.
Uma grande quantidade de evidéncias experimentais, principalmente conduzidas
em ratos de laboratdrio, demonstraram que o comportamento sexual masculino
esta sob controle de neurotransmissores especificos (Larsson & Ahlenius, 1999).

Um dos agentes que desempenham papel central neste processo € a
dopamina (DA), tendo em vista que as drogas dopaminérgicas desde muito
tempo sdo sabidamente facilitadoras do comportamento sexual masculino
(Bitran & Hull, 1987; Melis & Argiolas, 1994). O estimulo proveniente de uma
fémea receptiva leva a liberacdo de dopamina em pelo menos trés sistemas
integrados. Atividade somatomotora promovida pelo sistema nigroestriatal;

numerosos tipos de motivacdo provenientes do sistema mesolimbico; e a



area pré-optica medial (MPOA) apontam para a motivacdo especificamente em
diregdo a alvos sexuais, aumentando a eficiéncia e taxa copulatéria e
coordenando os reflexos genitais. A presenca prévia de testosterona é permissiva
para liberacdo de DA na MPOA, tanto em condigdes basais quanto em resposta a
fémea. Uma das maneiras pelas quais a testosterona pode aumentar a liberacéo de
DA é através da regulacdo crescente de NOS, o que por sua vez aumenta a
liberacdo de DA. Além disso, a liberacdo de LH, esterdide dependente, tanto em
ratos machos como fémeas é dependente de receptores de glutamato do tipo
NMDA, de NO e de GPMc (Pu et al., 1996).

Micro-injeces de uma alta dose de inibidor de NOS na MPOA inibiu a
habilidade dos machos de copularem (Moses, 1999). A aplicacdo de didlise
reversa de L-arginina na MPOA aumentou a taxa de cobertura, enquanto a dialise
reversa de inibidores da sintese do NO diminuiram a taxa de monta (Sato et al.,
1998). Portanto, 0 NO é um importante mediador de liberacdo de DA na MPOA
tanto em condi¢cbes basais como em situagfes sexuais e isto pode facilitar a
copulagéo.

Hull et al.(1994), demonstraram que o pré-tratamento com L-NAME
diminuiu 0 ndmero de intromissdes e ejaculacdes, além de inibir os reflexos
copulatorios ndo relacionados & copula (ex-copula), tais como antero reflaxo do
pénis e erecdo. No entanto, estes autores observaram haver um aumento da
emissdo seminal, o qual foi relacionado a uma estimulacdo nervosa simpatica.
Isto se deve ao fato do NO manter um tdnus inibitério basal em muitas fungdes

simpaticas (Lewis et al., 1991); Benson et al., 1988; Harada et al., 1993,



Togashi et al., 1992; ladecola et al., 1993).

2 - OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

- Auvaliar a participacdo do oxido nitrico nos eventos reprodutivos de

ratos machos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito da inibicao crénica da oxido nitrico sintetase, com a finalidade de
avaliar a participacdo do oxido nitrico sobre o eixo hipotaldmico-hipofisario-

gonadal, descida testicular e esterdidogénese.

- Auvaliar os efeitos da inibicdo crbnica da Oxido nitrico sintetase (NOS) sobre a

morfologia espermatica, fertilidade e comportamento sexual de ratos machos.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1 - Animais

Foram utilizados ratos machos Wystar (Rattus norvegicus) imaturos, com
idade de 20 dias e ratos Wystar adultos de ambos 0s sexos, com variagao de peso
para machos de 200 a 300g e para fémeas de 150 a 180g, provenientes do
biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara. Os animais foram mantidos em ciclo de 12/12 horas de

claridade/escuriddo, recebendo agua e racdo padrdo (Purina) ad libitum.

3.1.2 — Drogas e Reagentes

Acetato de uranila a 2% (Merck, Alemanha)

- Acido periodico de Schiff (Merck, Alemanha)
- Alcool etilico - etanol (Reagen)

- Cadmium (Sigma, EUA)

- Eosina (Merck, Alemanha)

- Epon 812 ( Sigma, EUA)

- 17pB-estradiol (Sigma, EUA)

- Eter etilico (Reagen)

- Formol 10% (LabSynth, Brasil)

- Glutaraldeido a 2,5% (Merck, Alemanha)

- Hematoxilina (Merck, Alemanha)

- Kit para dosagem de testosterona (DPC, EUA)
- L-arginina (Sigma, EUA)

- L-nitro- arginina metil éster (Sigma, EUA)

- L-nitro-arginina (Sigma, EUA)



Nitroprussiato de sodio (Sigma, EUA)

Oleo mineral

Papanicolaou (Reagen)

Parafina

Pilocarpina (Sigma, EUA)

Solugdo fisioldgica (NaCL 0.9%)

Sulfato de atropina (Sigma, EUA)

Tampéo cacodilato 0,1M pH 7,2

Tampao de Cloreto de aménia 75mM, pH 9,6
Tampao fosfato 0,2M pH 7,2

3.1.3 - Aparelhos e Materiais

Aparelho de radioimunoensaio, Gamma C12 (DPC, EUA)
Autoclave (Fabbe-103)

Balanca Analitica (Marte AL-200)

Balanca para pesagem de animais (Filizola 1D-1500)

Caixas para animais de laboratério 25x25x20 cm e 40x40x20 cm
Camara hematimétrica (Camara de Neubauer) (Wschreck Hofheim,
Alemanha)

Capilares venosos de vidro (Perfecta)

Centrifuga (Faben-215)

Crondmetros (Technos Quartz-965)

Espectrofotdmetro (Beckman DU 640B)

Estantes para Tubos de Ensaio (Interlab)

Fios de sutura seda 4-0 (Brasmedica)

Fisiégrafo Narco DMP4 (Bio-System, EUA)

Transdutor Stathon, P23.

Freezer -75°C

Freezer Doméstico (Brastemp FF-260)

- Laminas e laminulas (Interlab)



- Material fotogréafico para microscopia eletrénica (Kodak, Alemanha)

- Medidor de pH (Analion PM-608)

- Microscopio eletrénico Modelo10 ( Carl Zeiss, Alemanha)

- Microscépio optico acoplado a camara fotografica, modelo Nikon10
(Nikon, Japao)

- Pipeta para contagem de leucdcitos (Interlab)

- Ponteiras plasticas 200 e 1000ul (Oxford)

- Seringas de volumes variados (Unaplic)

- Sondas de polietileno PE50 e PE70 (Brasmedica)

- Tubos de ensaio (Interlab)

3.2 — Métodos

3.2.1 - Descida Testicular

No intuito de verificar o participacdo do NO na descida testicular, o efeito
de um inibidor da NOS foi avaliado sobre a duragdo do periodo da descida dos
testiculos em ratos imaturos.

Ratos machos Wistar imaturos (20 dias de vida) foram divididos em 03
grupos de 12 animais e tratados com veiculo (salina 0,9%, 10ml/kg/dia, v.0), L-
NAME (20 mg/kg v.0.) ou L-NAME (20mg/kg v.0) + L-arginina (600mg/kg
i.p.), duas vezes ao dia, por um periodo de 10 dias.

Durante o tratamento foram feitas observacdes diarias da descida
testicular, onde o pardmetro adotado para a confirmacdo da descida testicular
completa, consistiu da observacdo da presenca dos dois testiculos na bolsa

escrotal.

3.2.2 - Emissdo Seminal Induzida pela Pilocarpina

Drogas colinérgicas como a pilocarpina tém demonstrado induzir a



resposta de emissdo seminal, porém os mecanismos ndo séo claros. Um possivel
papel do NO foi investigado utilizando-se um inibidor de NOS na emisséo
seminal induzida por pilocarpina.

Ratos Wystar pesando entre 200 e 300g foram mantidos individualmente
em caixas de metal (25 x 25 x 30 cm) e com um espelho obliquamente
posicionado, que permitiu a observacdo do processo de emissdo seminal. A
escolha dos animais foi feita de forma aleatoria e os experimentos foram
conduzidos entre as 9:00 e 14:00 horas. Cada animal foi utilizado somente uma
vez e colado para ambientacdo na caixa de metal por um periodo de 30 minutos
antes da aplicacéo das drogas. A emissao seminal na forma de gotas foi contada
através de observacdo direta durante um periodo de 60 minutos subsequentes a
aplicacdo da pilocarpina e quando necessario utilizou-se 0 microscopio optico
para confirmacgédo do exame. No0ssos experimentos preliminares mostraram, que a
maioria das emissdes ocorreram entre o periodo de 15 a 45 minutos apos
estimulacdo com a pilocarpina. As drogas utilizadas nos pré-tratamentos foram
administradas 15 minutos antes da aplicacdo da pilocarpina. Os resultados foram
expressos em gotas de sémen durante o periodo de 60 minutos.

Foram constituidos grupos tratados com pilocarpina (0,75, 1,5 e 3,0
mg/kg, i.p.) para avaliagdo de dose resposta desta droga na emissdo seminal,
onde observou-se o melhor resultado na dose de 3 mg/kg de pilocarpina.
Posteriormente, animais foram pré-tratados com atropina na dose de 5 e
10mg/kg, s.c., sequido de tratamento com pilocarpina (3mg/kg, i.p.). Um outro
tratamento foi feito utilizando-se o L-NAME nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg,s.c.,
15 minutos antes da administragdo da pilocarpina (3mg/kg, i.p.). Foram criados
grupos experimentais para avaliar os efeitos da co-administracdo de L-arginina
(600mg/kg, s.c.) ou nitroprussiato de sédio (0,5mg/kg, s.c.) com L-NAME

(5mg/kg, s.c.) na resposta da emissdo seminal induzida por pilocarpina (3mg/kg,

i.p.).



3.2.2.1 — Dosagem de Nitrito/Nitrato

Amostras de urina dos grupos experimentais citados no item 3.2.2 foram
coletadas por meio de estimulacdo manual e colocadas em tubos resfriados em
gelo durante o periodo da coleta, que levou de 30 a 60 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado a 800g por 10 minutos.

As amostras foram congeladas a =75 C até serem analisadas. Os niveis
urinérios de NO3 /NO2" foram medidos apds reducdo do NOs; ~ para NO, pelo
cadmium e as amostras analisadas com base na reacdo de Greiss (GREISS &
BEMERKUNGEN, 1879). Em sintese, 1ml de urina (1:10, v/v) centrifugada foi
adicionada a 0,25ml de tampdo cloreto de amonia (75mM, pH 9,6). Esta solucéo
foi introduzida numa seringa especial de 3ml contendo 1g de cadmium em po
pré-tratado com 3ml de 0.1N HCI e 3ml de cloreto de am6nia (75mM, pH 9,6).
Depois de 5 minutos, sendo feita agitacdo constante, para viabilizar a redugéo do
NO; = para NO, pela acdo do cadmium, a amostra foi ejetada da seringa e
analisada em seu conteudo de nitrito pela reacdo de Greiss em 540 nm. A curva
padrdo foi construida tanto para NO; ~ aspirado da seringa com cadmium, quanto
para NO, utilizando nitrato e nitrito de sodio, respectivamente. Em ambos o0s
experimentos, obteve-se 100% de reducdo de NO;z; ~ para NO," até a concentragédo
de 10mM de NO3 . Os resultados foram expressos em NO3; /NO,™ (uM).

3.2.3 - Inibic&o Croénica da Oxido Nitrico Sintetase (NOS)

O objetivo maior desse estudo foi estabelecer o papel do NO no
comportamento sexual , na funcdo testicular e na fertilidade de ratos machos.
Ratos machos Wystar (200 - 300g) de fertilidade comprovada, foram divididos
em grupos de 06 animais, e tratados com veiculo (salina 0.9%, 10ml/kg/dia, v.0.)
ou N®-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME, 40mg/kg/dia, v.0.) por um periodo
56 dias, equivalente a duracdo do ciclo espermatogénico em ratos. Apds 56 dias

de tratamento, 06 animais de cada grupo foram submetidos a testes de



comportamento  sexual, utilizando-se fémeas ooforectomizadas, sendo
posteriormente sacrificados para coleta de testiculos e epididimos, que foram
utilizados para analise de morfologia espermética, avaliacdo do quadro
histolégico e processados para analise em microscopia eletrénica. Os animais
restantes foram submetidos a teste de fertilidade acasalados com fémeas de

fertilidade comprovada.

3.2.3.1 — Medicéo da Pressédo Arterial

Com o intuito de avaliar a eficiéncia dos inibidores da NOS, ao final dos
tratamentos foram feitas medicGes de pressao arterial. Para tal, um total de 12
animais (06 animais do grupo controle e 06 do grupo tratado), foram anestesiados
com uretano numa combinagdo da via peritoneal (300mg/kg) e endovenosa
(700mg/kg).

Ap0s a anestesia, os tecidos subcutaneo e muscular foram divulsionados e
a artéria car6tida comum esquerda dissecada e canulada com cénula de
polietileno. Os mesmos procedimentos foram realizados para canular a veia
jugular esquerda.

Apdés a preparacdo cirdrgica, os animais foram imediatamente instalados
no sistema composto de fisidgrafo acoplado a um transdutor de presséo,
conectado a céanula arterial e a uma bomba de infusdo continua, sendo esta,
conectada a canula jugular. Tdo logo o animal fora instalado no sistema,
inclinava-se o registro da pressdo arterial (PA controle), até que esse se
estabilizasse, 0 que transcorria em torno de 15-20 minutos. A partir dai o
fisiografo registrou os dados de presséo arterial durante 15 minutos. A pressao
arterial média foi calculada tomando-se como base a equacao:

PAM =  PS+2PD

3



3.2.3.2 — Comportamento Sexual

Os grupos de animais citados no item 3.2.3, ao final dos tratamentos,
foram submetidos a avaliagdo quanto ao efeito da inibicdo crénica da NOS no
comportamento sexual, utilizando-se grupos de 10 fémeas Wistar adultas (150-
180g) ooforectomizadas. Dez dias ap6s o procedimento cirurgico as fémeas
foram tratados com 17-estradiol (20ug/kg s.c.) e progesterona, administrada em
duas doses, sendo a primeira 72 e a segunda 8 horas antes de serem colocadas
com 0s machos em teste na proporcéo de 1:1 (macho/fémea).

A laténcia e freqtiéncia de monta e intromissdo foram avaliadas através de
observacdo visual. A ocorréncia de monta foi considerada, quando os machos
apresentavam comportamento de cortejo as fémeas, que caracterizou-se por
perseguicdo, seguida da monta propriamente dita e agarramento na regido do
flanco e demonstracdo de rapidos e sucessivos movimentos de copula.

A intromiss&o foi possivel de ser diferenciada da monta pelo movimento
caracteristico de copula mais acentuado e demorado, onde a desmonta péde-se
observar, que no caso de ter havido ejaculagdo os machos apresentaram um
comportamento de inatividade por um periodo de 5-10 minutos.

Para confirmar a ocorréncia da ejaculacdo realizaram-se lavados vaginais
para detectar a presenca dos espermatozoides, além de observar-se a presenca do
tampdo mucoso na regido vulvar das fémeas. Os animais foram observados por

um periodo de 30 minutos.

3.2.3.2.1 - Ooforectomia

Dez fémeas foram submetidas a um regime de dieta zero, com livre acesso
a agua nas 12 horas antecedentes a cirurgia. Os animais foram anestesiados em
camara de vidro com éter, sendo em seguida imobilizados e colocadas em
decubito ventral.

O ato cirargico consistiu em uma unica incisdo na regido abdominal, mais

precisamente 0,1cm abaixo do umbigo, com uma extensdo de



aproximadamente 1,0 a 1,5cm. A retirada dos ovérios foi viabilizada através de
um corte proximo a porcao distal dos cornos uterinos. O seguimento uterino
cortado, foi suturado com fio “cat-gut” e a pele, posteriormente suturada com fio
de algoddo. Dez dias ap0s a cirurgia 0s animais encontravam-se aptos a serem

utilizados no experimento.

3.2.3.3 - Fertilidade

O segundo grupo de animais citados no item 3.2.3, foram submetidos a
teste de fertilidade. Esse parametro foi avaliado através da colocacdo dos
referidos machos com fémeas de fertilidade comprovada, apresentando ciclos
estrais regulares, onde apds deteccdo do estagio de pro-estro as mesmas eram
colocadas junto aos machos na proporcéo de 1:1 (macho/fémea), durante toda a
noite.

Na manha do dia seguinte, foram realizados lavados vaginais e quando da
presenca de espermatozoéides, considerou-se a partir dai o primeiro dia da
gestacdo. No vigésimo dia da gestacdo as fémeas foram sacrificadas em camara
com éter, realizando-se entdo, a contagem, medicao e pesagem dos fetos, além da

contagem das reabsorcdes e de fetos com teratogénese.

3.2.3.4 — Pesos Corporais e Pesos Relativo dos Orgaos

Dos grupos de animais citados no item 3.2.3, submetido ao sacrificio para
retirada de testiculos e epididimos, foram coletadoa também as préstatas e
vesiculas seminais. Esses animais tiveram afericdo de seus pesos corporais no
inicio e ao final do tratamento. Tomando-se como referéncia o peso corporal
final, foram feitas afericdes dos pesos relativos do epididimo, da prostata e da

vesicula seminal.



3.2.3.5 — Histologia Testicular

3.2.3.5.1 - Microscopia Optica

Apos realizacdo dos testes de comportamento e fertilidade, os animais
foram sacrificados e os testiculos imediatamente retirados e pesados sendo um
deles fixado em formaldeido a 10% e o outro, reservado para a avaliagdo em
microscopia eletrénica. Fragmentos deste 6rgdo foram incluidos em parafina e
feitos cortes de 5um de espessura corados pela hematoxilina-eosina (HE) para
analise histoldgica.

Mudancas histoldgicas associadas ao tratamento com L-NAME tiveram
como parametros a integridade da estrutura do tecido, tamanho do lumen dos
tubulos seminiferos, aspecto do epitélio e presenca ou auséncia dos estagios da
espermatogénese.

A mensuragdo do didmetro e &rea dos tubulos seminiferos foi feita
utilizando-se uma lamina micrométrica 1/0.01 (Carl Zeiss) e a ocular do tipo
Kellner x 10 (Nikon). Um namero minimo de 10 tdbulos foi aleatoriamente
selecionado para determinar a média de diametro de cada fragmento analisado.

Para a avaliacdo do efeito do tratamento sobre as células da linhagem
espermatogénica, procedeu-se a contagem das espermatogénias e espermatides
em 50 tubulos entre os estagios VI a VIII do ciclo espermatogénico, segundo a
classificagdo de Leblond & Clermont (1952).

3.2.3.5.2 - Microscopia Eletrbnica

Apds sacrificio e retirada dos testiculos, com auxilio de bisturi, foram
cortados pequenos fragmentos e fixados em glutaraldeido a 2,5% e fosfato
tamponado (pH 7,4) a temperatura de 40°C. Em seguida os fragmentos foram
recortados em blocos de 1mm?® e submetidos a sucessivas lavagens com tampao
fosfato (3 lavagens, 10 minutos cada) e deixados no mesmo durante a noite.

Apds a retirada do fixador, os fragmentos foram submetidos a tratamento pelo



dsmio (apos-fixacdo), em solucdo de tetréxido de ésmio a 1% e tampédo fosfato a
0,1M (pH 7,3) por duas horas a 4°C. O material foi em seguida desidratado em
concentragdes crescentes de acetona e incluido em Epon. Foram entdo
realizados cortes de 0.6um com navalha de diamante em ultra-micrétomo,
montados em grades de 200 “Mesh”, duplamente corados com acetato de uranila
e citrato de chumbo, examinados e fotografados em microscopio eletrdnico (Carl
Zeiss, modelo 10).

Foi avaliada, qualitativamente, a morfologia das espermatog6nias, células
de Sertoli, de Leydig e demais celulas da linhagem espermatogenética. Os
parametros para avaliagdo constaram da observacdo da morfologia e integridade
da membrana plasmaética, do nucleo, de estruturas juncionais, de desmossomas e

de organelas citoplasmaticas.

3.2.3.5.3 — Morfologia e Concentragdo Espermatica

Os epididimos foram removidos e a por¢do caudal, pesada e cortada em
pequenos fragmentos com lamina de bisturi, sendo em seguida homogeneizada
em 20ml de salina 0,9%. Deste homogeneizado retirou-se uma gota e procedeu-
se ao esfregagco sobre lamina de vidro. O material foi posto para secagem em
meio ambiente, fixado em formol tamponado a 10% e corado pela técnica de
Papanicolau.

As anormalidades espermaéticas foram avaliadas através de microscopia
Optica, quanto a morfologia de cabeca e cauda dos espermatozoides. Dentre as
patologias de cabeca foi considerada a ocorréncia de cabecas isoladas, estreita na
base e as que ndo possuiam a forma de gancho. Quanto as patologias de cauda,
foi considerada a ocorréncia de caudas dobradas, enroladas e fragmentadas. Para
a avaliacdo foram contados 200 espermatozdides.

O restante do homogeneizado epipidimario foi diluido na proporcéo de
1:20, utilizando-se uma pipeta para contagem de leucdcitos. A concentracao
espermatica foi avaliada em camara hemocitométrica de Neubauer e o0s

resultados expressos em 10*/mm?.



3.2.3.6 - Dosagem de Testosterona Plasmatica

Amostras de sangue dos grupos controle e tratado foram coletadas através
da compressdo do plexo vascular do globo ocular, utilizando-se tubos de
microhematocrito ndo heparinizados. ApOs a coleta as amostras foram
centrifugadas para obtencdo do plasma e submetidas a avaliagdo quanto a

concentragdo de testosterona por radioimunoensaio.

3.2.3.7 — Analise Estatistica

Os dados foram expressados em media + erro padrdo da media (e.p.m.) e
analisados atraveés de andlise de variancia ou alternativamente pelo teste de
Kruskal-Wallis , sempre que os dados ndo alcangcavam uma distribuicdo normal.
As diferencas entre grupos foram testadas pelos testes t-Sudent ou atraves do
teste Mann-Whitney. As propor¢des foram analisadas através do teste de Qui-
quadrado ou alternativamente pelo teste de Fischer. As diferencas foram

consideradas significativas ao nivel de 5% (p < 0,05).



4 - RESULTADOS

4.1 - Descida Testicular

O grupo tratado com o L-NAME (20mg/kg/dia, v.0.) apresentou um
retardamento altamente significativo no processo de descida testicular, quando
comparado ao grupo controle. Quando utilizamos a associacdo de L-NAME
(20mg/kg/dia, v.0.) + L-arginina (600mg/kg/dia, i.p.), houve uma reversédo ao

nivel do controle (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do L-NAME (20 mg/Kg/dia; v.o. durante 10 dias) no tempo de
descida testicular em ratos imaturos (a partir dos 20 dias de vida) e reversédo do
retardo da descida testicular pela adiministragcdo de L-arginina (600 mg/Kg/dia;
i.p. durante 10 dias). * p< 0,05, teste t de Student bicaudal ndo pareado versus
controle. ** p< 0,05, teste t de Student bicaudal ndo pareado versus L-NAME.



4.2 — Emissao Seminal

4.2.1 — Emissao seminal induzida por pilocarpina

A resposta ejaculatdria obtida através do tratamento com a pilocarpina
(0,75, 1,5 e 3 mg/kg/dia) estd demonstrada na figura 8. A injecdo intraperitoneal
(i.p.) da referida droga causou uma ejaculacédo dose-dependente nos ratos, tendo-
se obtido o efeito maximo na dose de 3 mg/kg. O nimero de gotas de sémen
observado nas respectivas doses de pilocarpina durante o periodo de 60 minutos,
foi da ordem de 0,88 + 0,30, 2,00 + 0,35 e 8,25 + 1,20 gotas. A dose de 3 mg/kg
de pilocarpina foi utilizada para estudar a participacdo do NO na emissdo

seminal.
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Figura 8. Emissdo seminal induzida pela pilocarpina (0,75, 1,5 e 3 mg/Kg; i.p.).
O numero de gotas de sémen foram registrados por 60 minutos. Cada coluna
representa a médias de 8-10 animais e as barras verticais expressam 0 erro
padrdo da média. *p< 0,001 comparado com animais grupo de animais tratados
com 0,75 e com 1,5 mg/Kg.



4.2.2 — Efeito da atropina e do L-NAME na emissao seminal
induzida pela pilocarpina

A figura 9 ilustra a emissdo seminal induzida pela pilocarpina (3mg/kg,
i.p.) e o efeito do pré-tratamento com a atropina (5 e 10mg/kg, s.c.) e com o L-
NAME (5, 10 e 20mg/kg, v.0.) sobre a mesma. A atropina bloqueou a resposta a
pilocarpina de forma significante na dose de 5mg/kg, enquanto que a dose de
10mg/kg promoveu um bloqueio quase completo da resposta ejaculatéria. De
forma dose-independente, o L-NAME (5, 10 e 20mg/kg, s.c.), também diminuiu

a emisséo seminal induzida pela pilocarpina.
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Figura 9. Emisséo seminal induzida por pilocarpina (3 mg/Kg; i.p) em animais
pré-tratados por via subcutanea com veiculo (salina; 1 ml/Kg) , atropina (5 e 10
mg/Kg) ou L-NAME (5, 10 e 20 mg/Kg). As colunas e barras verticais
expressam a média + erro padrdo da média de pelo menos seis animais. *
p<0,001 comparado com controle, ANOVA one-way seguido de teste de
Student Newman-Keuls para comparagdes mdltiplas. ** p< 0,001 comparado
com dose de 5 mg/Kg. ANOVA one-way seguido de teste de Student Newman-
Keuls para comparacdes multiplas



4.2.3 — Reversdo pela L-arginina e nitroprussiato de sodio da emissédo
seminal induzida pela pilocarpina

A figura 10 mostra o efeito inibitério do L-NAME na emissdo seminal
induzida pela pilocarpina em ratos e sua reversdao pela L-arginina e pelo
nitroprussiato de sodio. O pré-tratamento com o L-NAME (5mg/kg, s.c.) causou
uma diminuicdo altamente significativa da emissdo seminal induzida pela
pilocarpina (3mg/kg, i.p.). O efeito do L-NAME foi significativamente revertido
pela concomitante administracdo da L-arginina (600mg/kg, s.c.) e pelo

nitroprussiato de sddio (0,5mg/kg, s.c.).
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Figura 10. Efeito da L-arginina e nitroprussiato de sodio na emissdo seminal
induzida por pilocarpina (3 mg/Kg; i.p). Os animais foram pré-tratados com salina
(1 ml/Kg; s.c), atropina (5 e 10 mg/Kg; s.c), L-NAME (5 mg/Kg; s.c), L-NAME e
L-arginina (5 e 600 mg/Kg; s.c, respectivamente) ou L-NAME e nitroprussiato de
sodio (5 e 0,5 mg/Kg; s.c, respectivamente) 15 minutos antes da administracdo de
pilocarpina. *p< 0,001 comparado com animais tratados com salina. ** p <0,05,
comparado com animais tratados com L-NAME.



4.2.4 — Dosagem de nitrito/nitrato

Os niveis de nitrito/nitrato em ratos normais (grupo controle) e em ratos
tratados somente com pilocarpina ou na combinagdo de L-NAME ou de
nitroprussiato de sdédio mais L-NAME estdo representados na figura 11.
Comparado ao grupo controle (285,5 = 45,6uM), os animais tratados com
pilocarpina (3mg/kg, 1i.p.) apresentaram um aumento significativo na
concentracdo urinaria de NO3s/NO,™ (496,7 + 58,0uM). O pré-tratamento com L-
NAME (5mg/kg, s.c.) aboliu completamente o aumento dos niveis de NO3/NO,”
induzidos pela pilocarpina . Essa resposta do L-NAME sobre o efeito da
pilocarpina foi bloqueada, quando realizou-se a administracdo concomitante de

nitroprussiato de sodio (0,5mg/kg, s.c.).
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Figura 11. Niveis urinarios de NO3/NO; em ratos controle (normal) e em
ratos tratados com pilocarpina (3 mg/Kg; i.p), L-NAME ( 5 mg/Kg; s.c) ou
em animais pré-tratados com L-NAME e nitroprussiato de sddio (5 e 0,5
mg/Kg; s.c) 15 minutos antes da administracdo de pilocarpina. Cada coluna
representa a média de seis animais e as barras verticais expressam 0 erro
padrdo da media. *p< 0,001 comparado com grupo de animais controle.
**n< 0,05 comparado com animais tratados apenas com pilocarpina.



4.3 — Inibicéo cronica da oxido nitrico sintetase

4.3.1 — Medicao da pressao arterial

Com a finalidade de avaliar a eficacia do tratamento crénico com o L-
NAME (40mg/kg /dia, v.0.), inibidor da NOS, objetivando-se a inibicdo da
sintese do NO, foram realizadas afericbes das pressbes arteriais dos grupos
controle e tratado. A figura 12 demonstra, que ap0s oito semanas de tratamento
com o referido inibidor, houve um aumento significativo (p<0,05) da presséo
arterial dos animais tratados, quando comparados ao grupo controle, que
manteve-se normotenso (126,2 + 8,70 mmHg e 163,7 + 5,26 mmHg, grupo

controle e tratado, respectivamente).
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Figura 12 — Pressdo arterial média de ratos Wistar normotensos tratados com L-
NAME (40 mg/Kg/dia, v.0 por 56 dias comparado com ratos Wistar
normotensos controle. Cada coluna representa a média de dez animais e as barras
verticais expressam o erro padrdo da média. *p< 0,001, teste t de Student nédo
pareado bicaudal comparado com grupo de animais controle.



4.3.2 — Efeito da inibicdo crdonica da NOS no comportamento

sexual de ratos machos

Ao avaliarmos os efeitos da inibicdo crénica da NOS utilizando o L-
NAME (40mg/kg, v.0.) no comportamento de cobertura de ratos machos,
observamos que a laténcia de monta e intromissdo, observamos um aumento
significativo (p<0,05) desse parametro, quando comparamos 0s grupos controle e
tratado. A frequéncia de monta, bem como a frequéncia de intromisséo,
diminuiram significativamente (p<0,05), quando comparamos 0s grupos controle
e tratado. Os resultados estdo demonstrados nas figuras 13 e 14. N&o foram
constatadas ejaculagcbes em nenhum dos animais tratados com L-NAME.
Entretanto, todos os animais do grupo controle (tratados com salina), ejacularam
(p<0,001).
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Figura 13. Efeito do tratamento crénico com L-NAME (40 mg/Kg/dia, v.o durante 56
dias) na laténcia de monta (a), intromissédo (b) e ejaculacdo (c) de ratos. Os animais
foram observados por 30 minutos na presenca de fémeas tratadas com 17-B-estradiol e
progesterona (para aumentar receptividade) em gaiola Unica na proporcao de 1:1. Cada
coluna representa a média de dez animais e as barras verticais expressam o erro padréo
da média. *p< 0,001, teste t de Student ndo pareado bicaudal comparado com grupo de
animais controle tratados com salina (1 ml/Kg; v.o durante 56 dias).
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Figura 14. Efeito do tratamento cronico com L-NAME (40 mg/Kg/dia, v.o
durante 56 dias) na frequéncia de monta (a), intromissao (b) e ejaculacao (c) de
ratos. Os animais foram observados por 30 minutos na presenca de fémeas
tratadas com 17-B-estradiol e progesterona (para aumentar receptividade) em
gaiola unica na proporcdo de 1:1. Cada coluna representa a média de dez animais
e as barras verticais expressam o erro padrdo da média. *p< 0,001, teste t de
Student ndo pareado bicaudal comparado com grupo de animais controle tratados
com salina (1 ml/Kg; v.o durante 56 dias).



4.3.3.- Efeito da inibicdo cronica da NOS na fertilidade de ratos

machos

Quando os animais tratados com L-NAME (40mg/kg, v.0.) foram
submetidos ao acasalamento com a fémeas de fertilidade comprovada, somente 8
das 10 fémeas apresentaram o0 tampdo gelatinoso vaginal (“vaginal plug”),
enguanto todos os animais pertencentes ao grupo controle demonstraram a
ocorréncia do mesmo. Ao contrario do grupo controle, as fémeas acasaladas com
machos tratados com L-NAME (40mg/kg, v. 0.), apresentaram alto indice de
morte e/ou reabsorcdo fetal, bem como a ocorréncia de dois casos de fetos
teratogénicos (Figura 15). Foram observados somente 22 fetos vivos no grupo
tratado contra 103 fetos vivos do grupo controle. O peso fetal foi maior no grupo

tratado em ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito da inibicdo da NOS na fertilidade de ratos machos tratados com L-
NAME

GTUDOS No.de ratas com No.de ratas com  No. De fetos No. de fetos Peso fetal
tampé&o vaginal fetos vivos vivos por rata prenhe Média + EPM

Controle (10) 10 10 103 10.30+0.6 3.017+0.050

L-NAME (10) 8 2 22 11.00+0.0 3.920+0.130*

(40 mg/kg, v.0.)

*p<0,05 vs. Controle (n) nimero de animais.



Figura 15. Efeito teratogénico observado em fetos de fémeas que foram
acasaladas com machos tratados com L-NAME (40 mg/Kg/dia; v.o durante
56 dias) (a) contrastado com feto normal (b) e com Gtero contendo pontos
de reabsorcdo (c). Para maiores detalhes ver texto.

4.3.4.- Peso corporal e peso relativo do epididimo, prostata e
vesicula seminal.

N&o houve diferencga entre os grupos controle e tratado com relagdo aos
pesos corporais. Epididimos, préstatas e vesiculas seminais, também néao
demonstraram diferengas quanto ao pardmetro peso, quando comparamos 0S

grupos controle e tratado (Figura 16).
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Figura 16. Peso corporal (a) e relativo de 6rgdos genitais masculinos (b) de
animais tratados cronicamente com L-NAME (40 mg/Kg/dia, v.o durante 56
dias). * p< 0,001 comparado com controle antes do inicio do tratamento com
L-NAME.



4.3.5. — Histologia Testicular

4.3.5.1. — Microscopia Optica

Embora os cortes histoldgicos dos testiculos de animais tratados
com L-NAME (40mg/kg, v. 0.) ndo tenham apresentado diferencas
quanto aos efeitos da droga nos estagios do ciclo espermatogénico,
houve uma reducdo focal do numero de espermatogbnias e
espermatocitos na porcdo periférica do parénquima testicular. A
porcdo central do parénquima ndo apresentou lesdes histologicas por
efeito do tratamento (Figura 17). Observamos uma discreta diminuicao
do ndmero das células de Leydig de 14,4 + 1,53 para 12,4 + 1,52,

quando comparamos grupos controle e tratado.



Figura 17 - Achados histologicos no testiculo de animais tratados com salina
0.9% (10ml/kg/dia, v.0.) ou L-NAME (40 mg/Kg/dia, v.0) durante 56 dias. No
painel a € mostrado a porc¢éo periférica de tecidos de animais controle e no painel
b a porcdo periférica de animais tratados com L-NAME. As setas em b e em d
(cortes de animais tratados) indicam que ha um comprometimento do epitélio dos
tubulos seminiferos, com diminuicdo das espermatogonias e espermatdcitos. Em
¢ é mostrado um corte de porcdo central do parénquima testicular de animais
controle e em d a mesma por¢do em animais tratados. Coloracdo pelo HE,
aumento de 40 x.



4.3.5.2.- Microscopia Eletronica

A microscopia eletrénica revelou alteragbes das membranas celular e
nuclear, onde observamos enrugamento das mesmas nas células de Leydig e
Sertoli (Figura 18 b e d). Vacutolos citoplasmaticos, indicativo de processos
degenerativos, também estdo presentes nesses tipos celulares, porém de forma
mais evidentes nas células de Leydig. Dentre as organelas citoplasmaticas,
observamos um comprometimento da integridade mitocondrial, como rareamento
das cristas mitocondriais das células de Leydig (Figura 18 b). As
espermatogdnias ndo apresentaram alteracfes estruturais, porém detectamos
deformidade na estrutura do capuz acrossomatico das espermétides com

acentuada alteracdo da membrana do mesmo (Figura 19 b).



Figura 18. Microscopia eletrénica de transmissao com aumento de 12.000 x de células de Leydig de
animais controle (a) e de animais tratados com L-NAME na dose de 40 mg/Kg, v.o durante 56 dias
(b). As setas azul, vermelho e verde, respectivamente, indicam presenca de vacuolos, rareamento
das cristas mitocondriais e enrugamento da membrana do nucléolo. Os painéis (c) e (d) representam
células de Sertoli de animais tratados com salina ou com L-NAME no mesmo protocolo descrito
acima demonstrando nos pontos evidenciados por setas a presenca de mitocondrias com rareamento
de cristas.






Figura 19. Microscopia eletronica de transmissdo com aumento de 31.500 x de espermatides de
animais controle (a) e em (b) animais tratados com L-NAME (40 mg/Kg/dia, v.o durante 56 dias)
onde foi possivel evidenciar a completa deformidade da estrutura do capuz acrossomatico com
enrugamento e descontinuidade da membrana.

4.3.6 -Morfologia e Concentragdo Espermatica

O tratamento com o L-NAME demonstrou um efeito deletério sobre a
espermatogénese, considerando-se que 0s espermatozoéides coletado da porcéo
caudal do epididimo, ao serem analisados, apresentaram uma concentragdo
diminuida de 13.70 + 1,28 x10” células/mm?® para 5,70 + 1,06 x10* células/mm?®
(p<0,001), quando comparado ao grupo controle ap6s oito semanas de
tratamento (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do tratamento cronico com L-NAME(40mg/kg/dia, v.o.,
durante 56 dias) na concentracdo espermatica. O material foi coletado da
cauda do epididimo. *p<0,001, teste t de Studant ndo pareado comparado
com controle tratado com salina.

Quanto a morfologia dos espermatozdides, observou-se que apds 56 dias de
tratamento com o L-NAME houve um aumento das patologias de cabeca, tanto no
grupo controle, quanto no tratado, porém somente no ultimo este se deu de forma
significativa. Dentre as patologias de cabeca foram consideradas as formas isoladas,
estreita na base e as que ndo apresentavam a forma de gancho (Figura 21 b). As
anomalias de cauda também foram evidenciadas com aumento de caudas dobradas e
fortemente dobradas sem no entanto serem estatisticamente significativas (Figura 21 c e
d). Os valores de anomalias encontradas nos animais tratados com salina foram 1,66 +
0,33 antes do inicio do tratamento e 2,12 + 0,22 apds oito semanas de tratamento com
salina, enquanto que nos ratos do grupo L-NAME o nimero de anomalias de cabeca foi
de 2,35 + 0,16 antes do inicio do tratamento e 6,30 + 0,28 (p<0,05 vs. controle) apds

56 dias de administragédo da droga (Figura 22).



Figura 21. Fotos de microscopia 6ptica (Papanicolau, com aumento de 100x) mostrando
anormalidades espermaéticas. No painel (a) € mostrado um espermatozdide normal de animais
controle e em (b) wuma cabeca isolada, uma ocorréncia comum nos animais tratados
cronicamente com L-NAME. Os painéis (c) e (d) mostram espermatozoides com caudas
dobrada e fortemente dobrada, respectivamente.
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Figura 22. Anormalidades de cabeca (a) e cauda (b) de
espermatozéides de animais controle e tratados cronicamente com L-
NAME (40mg/kg/dia, v.o., durante 56dias). O material coletado do
epididimo foi diluido na proporcéo de 1:20, retirando-se uma gota para
esfregaco em lamina de vidro, que posteriormente foi corada pelo
Papanicolau. Foram contados 200 espermatozéides.*p<0,05 comparado
controle e tratado.



4.3.7.- Dosagem de Testosterona Plasmatica

Com o intuito de avaliar os efeitos da inibicdo cronica da 6xido nitrico
sintetase, utilizando L-NAME (40mg/kg/dia, v.0., durante 56 dias), sobre o eixo
hipotalamico- hipofisario- gonadal e subsequénte liberacdo de gonatodrofinas e
sintese de andrdgenos, ao final do tratamento, coletamos amostras de sangue, que
foram submetidas a centrifugagao para separacdo do soro e posterior dosagem da
testosterona sérica através de técnica de radioimunoensaio. A dosagem revelou
uma diminuigdo significativa dos niveis de testosterona entre 0s animais do
grupos controle e tratado ( 2,08 + 0,37 e 0,48 + 0,07, respectivamente) (Figura
23).

Testosterona Plasmatica (ng/ml)
|_\
ol

Controle L-NAME

Figura 23. Efeito da inibicdo cronica da oOxido nitrico sintetase nos niveis de
testosterona sérica. Os animais foram tratados com L-NAME (40 mg/kg/dia, v.o.,
durante 56 dias). p< 0,001 comparando o grupo controle ao tratado.



6. DISCUSSAO

Este estudo foi delineado para investigar os efeitos do N -nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), um inibidor ndo seletivo da NOS em ratos, utilizando
diferentes sistemas experimentais com o intuito de avaliar o papel do NO como
regulador da funcéo reprodutiva.

O sistema reprodutivo masculino produz e armazena 0s gametas
masculinos. Os gametas masculinos ou espermatozéides sdo produzidos no
testiculo e estocados no epididimo. O pénis tém a funcdo de proporciona o
mecanismo a entrega, enquanto as glandulas acessorias contém varias secrecdes,
que ajudam no transporte dos espermatozoides.

O controle endocrino da descida testicular em mamiferos é pouco
conhecido. No cérebro, o NO ativa a liberacdo de LHRH, que alcanca a pituitaria
e ativa a liberagdo de gonadotrofina (Rettori et al.,, 1993). Observacoes
experimentais e clinicas indicam, que a descida testicular € um evento mediado
por andrégenos diretamente regulado por gonadotrofinas hipofisérias (Rajfer &
Welsh, 1977). Acredita-se que a descida testicular seja um processo bifasico,
migrando primeiramente, das proximidades do polo inferior do rim para o
hipogastrio (descida intra-abdominal) e uma segunda fase, migrando através do
canal inguinal para o escroto (descida inguino-escrotal) (Hutson, 1985). O
metabdlito androgénico ativo em ambas as fases parece ser a dihidrotestosterona,

que € sintetizada pelos testiculos e deve estar presente em altas concentragdes



locais para ser efetivo (Spencer et al., 1993; Lin et al., 2001). Tem sido feita a
hipotese, de que a descida testicular ocorra como resultado da secrecdo de
descendina um testiculo normal e sua secrecdo resulte em crescimento seletivo de
células do guberndculo. O desenvolvimento do guberndculo resulta em
masculinizacdo dos elementos do canal inguinal. No inicio da descida testicular,
0 processo patente migra para o canal inguinal, gerando uma pressdo intra-
abdominal sobre o gubernaculo, que por sua vez exerce acao sobre os testiculos
para descerem ao canal inguinal. A descida dos testiculos para dentro e através
do canal inguinal é uma etapa intermediaria entre a pressdo intra-abdominal
transmitida pelo processo vaginal a regressdo do gubernaculo induzida por
androgenos. E possivel que androgenos sob controle do eixo hipotalamico-
hipofisario preservado de fetos altere as propriedades viscoelasticas do
gubernaculo, criando uma pressdo intra-abdominal, que empurra os testiculos
para dentro do saco escrotal (Levy & Husmann, 1995).

Neste estudo, o papel do NO na descida testicular foi verificado tratando-
se ratos machos com 20 dias de idade com L-NAME ( 20 mg/kg/dia) por um
periodo de 10 dias. Esta dose de L-NAME fora capaz de mostrar ser a causa da
inibicdo de NOS cerebral (Faria et al., 1997). O tratamento com L-NAME causou
um retardo significativo na descida testicular comparado ao controle tratado com
salina. Além disso, o efeito causado pelo L-NAME foi completamente revertido
pela L-arginina, um substrato para a biossintese do NO, sugerindo que o NO tem
funcdo de modulacéo na referida descida testicular. Embora o mecanismo preciso

da sua participacdo na descida testicular ndo tenha sido esclarecido neste



estudo, esta é a primeira verificacdo mostrando claramente, evidéncias de que o
tratamento de ratos machos imaturos com inibidor de NOS afeta a maturagéo
sexual (puberdade) avaliada através da medida do periodo de tempo transcorrido
para a descida testicular, demonstrando a participagdo do NO na descida
testicular.

E bastante conhecido que, 0o comportamento sexual em ratos machos é
regulado por varios sistemas neurotransmissores (Bitran & Hull, 1987). A
acetilcolina (Ach) é um neurotransmissor participante no comportamento sexual
e drogas colinérgicas como a fisostigmina e a pilocarpina induzem ejaculagdo em
ratos, que pode ser bloqueada por atropina (Stief et al., 1989; Zarrindast et al.,
1994), indicando que este efeito € mediado por um mecanismo colinérgico
central. Demonstrou-se, que a administracdo de baixas doses de agonistas
dopaminérgicos, como a apomorfina e lisurida, induzem erecdo peniana e
facilitam a emissdo seminal em ratos, efeitos estes, que podem ser antagonizados
pela sulpirida, um antagonista dopaminérgico (Benassi-Benelli et al., 1979;
Zarrindast et al., 1994). Esses achados indicam uma possivel interacdo entre
neurdnios dopaminérgicos e colinérgicos centrais para inducdo da ejaculacéo,
emissdo seminal ou ambas, porém com mecanismos subjacentes obscuros.
Devido a vasta distribuicdo de fibras NOS ao longo dos neurdnios eferentes
parassimpaticos, é razoavel conjecturar, que o NO liberado durante a estimulacao
colinérgica pode mediar a neurotransmissdo inibitéria responsavel pela emisséo
seminal. Drogas colinérgicas como a pilocarpina, podem estimular a emissdo

seminal através de um mecanismo, possivelmente envolvendo NO, agindo



em sitios centrais e periféricos. O presente estudo verificou a hipotese de que a
via L-arginina/dxido nitrico participe da resposta estimulatdria da pilocarpina na
emissdo seminal. Os resultados mostram que a pilocarpina, um agonista
colinérgico, pode estimular a emissdo seminal em ratos, a qual pode ser
antagonizada completamente pela atropina, um antagonista muscarinico néo
seletivo, indicando a participacdo de um mecanismo colinérgico. Esta observagéo
¢ consistente com os achados prévios de Zarrindast et al. (1994). A estimulacéo
da emissdo seminal induzida por pilocarpina foi inibida pelo L-NAME, um
inibidor ndo seletivo da NOS (Moncada et al., 1991), indicando a participacdo do
NO na mediacdo do seu efeito. Além disso, o efeito inibitério do L-NAME na
emissdo seminal induzida por pilocarpina pode ser efetivamente revertido em
animais tratados com excesso de substrato de L-arginina ou com nitroprussiato
de s6dio, um doador putativo de NO. O possivel comprometimento do sistema L-
arginina/oxido nitrico na acdo da pilocarpina é sugerido anteriormente pelo
aumento dos niveis de nitrito/nitrato ( NO;/NO,") urinario, produtos da oxidacédo
do NO, e sua inibigéo por acdo do L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS.

O NO provavelmente medeia a neurotransmissao inibitéria responsavel
pela emissdo seminal induzida por pilocarpina em ratos agindo em sitios
nervosos centrais e periféricos. Sugere-se que a erecdo peniana e a emissao
seminal sejam mediadas por dois mecanismos distintos e a area hipotalamica pré-
Optica medial (MPOA), parece ser o provavel local de integracdo de mecanismos
reflexos medulares. A MPOA participa da modulacdo da motivacdo sexual (Hull

et al., 1997), e estudos recentes confirmaram a existéncia de neurdnios



contendo NOS na MPOA, no n(cleo parassimpatico do rato e no ganglio pélvico
principal, que fornece eferentes pos-ganglionares para os 6rgdos urogenitais (
Vizzard et al., 1994; Hamilton et al., 1995; Persson et al., 1998). Na MPOA,
efeitos mediados por receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D2, foram sugeridos
ser antagonistas entre si e ter diferentes limiares de ativacdo. Por exemplo,
enquanto baixos niveis de estimulacdo dopaminérgica sobre receptores D1
modulam positivamente a ere¢do controlada pelo sistema parassimpatico, a
estimulacdo em niveis mais altos dos receptores D2, modulam positivamente a
emissdo seminal controlada pelo sistema nervoso simpatico, explicando assim, a
progressdo da erecdo para 0 mecanismo ejaculatério (Hull et al., 1992). A
quinelorana, um agonista de receptores dopaminérgicos ministrados
sistemicamente ou diretamente na MPOA, foi sugerida como inibidora da erecéo
peniana, porém com acdo facilitatoria da emissdo seminal (Bazzett et al., 1991).
Um efeito facilitatorio da estimulacdo muscarinica no comportamento sexual
requer a participacédo de testosterona (Renata Marquez e Velasquez Montezuma,
1997). A testosterona e responsavel pela regulacédo crescente da sintese de NO na
MPOA e de facilitar a liberacdo de dopamina nesta area em ratos normais, mas
ndo em animais castrados (Hull et al., 1997). Esses achados sugerem, que ha a
possibilidade de a pilocarpina facilitar a emissdo seminal através da aceleracdo
da liberacdo de dopamina mediada por NO na MPOA. Todavia, estudos
adicionais sdo requeridos para indentificar a natureza precisa da interacdo entre
neurdnios colinérgicos e dopaminérgicos na MPOA para a inducdo da emissao

seminal.



O NO funciona como um agente neurotransmissor nao adrenérgico nao
colinérgico (NANC) no trato urogenital (Burnett et al., 1995). Tem sido proposto
por exemplo, que o NO quer seja liberado pelos neurénios NANC, ou formado
no endotélio ou no masculo liso, estimula a formacdo de GMPc no mdsculo liso
do corpo cavernoso, que por sua vez relaxa a musculatura e permite ao sangue
fluir para o corpo cavernoso causando a ere¢do (Holmquist et al., 1992). A
emissdo seminal e a ejaculacédo, sdo tidas como primariamente mediadas por
catecolaminas (Benson et al., 1988). Contudo, os efeitos andrenégicos, que
regulam o processo ejaculatorio, podem ser modulados por NO, assim como por
estimulacdo  colinérgica.  Devido a  demonstracdo  por  técnicas
imunohistoquimicas da presenca de abundantes fibras neuronais NOS positivas
na parte terminal do canal deferente e no ducto ejaculatorio, o NO possivelmente
atuando através de neurotransmissdo inibitoria, possa mediar a passagem do
fluido seminal. Foram demonstrados receptores muscarinicos no pénis e na
musculatura lisa do pénis e da uretral do rato (Godec & Bates, 1984). A emisséo
do sémen na uretra depende da inervacdo simpética, que condiciona a contragdo
da musculatura lisa do canal deferente, da vesicula seminal e da prostata
(Bruschini et al., 1977; McConnell et al., 1979). Nervos parassimpaticos também
estimulam a secrecdo da vesicula seminal e da prostata (de Groat & Booth,
1980). Parece que a pilocarpina atraves da estimulacdo de  receptores
muscarinicos pode ativar a sintese de NO do endotélio do vasos bem como dos
nervos NANC. Além disso, pode haver um sinergismo com o NO na modulacao

da atividade secretdria e do tdnus muscular dos 6rgdos genitais.



O principal objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da inibi¢éo cronica
da sintese de Oxido nitrico no comportamento sexual e na fertilidade de ratos
machos adultos. Os resultados demonstraram que a administracdo oral de L-
NAME (40 mg/kg/dia durante um ciclo espermatogénico completo) exerce um
efeito inibitério no comportamento sexual masculino, bloqueia a
espermatogénese, aumentando o numero de alteracbes morfoldgicas nos
espermatozoides e diminui a fertilidade em ratos. Esta dose de L-NAME foi
escolhida com base em dados da literatura (Yallampalli & Garfield, 1993; Hull et
al., 1994). As alteracdes induzidas com a dose que utilizamos consistem no
aumento da laténcia da primeira monta e da intromisséo e a marcada inibigcdo da
frequéncia de intromisséo e de ejaculagdo. Essas observagdes sdo consistentes
com o efeito inibitdrio estabelecido do L-NAME sobre o relaxamento dos corpos
cavernosos, levando a disfuncéo erétil (Ignarro, 1992; Burnett et al., 1992; Hull
et al., 1994) e sobre a emissdo seminal e ejaculacdo induzida por estimulacéo
colinérgica (Tomé et al., 1999). Esse impedimento parece refletir primariamente
a inibicdo da funcdo erétil, embora este parametro ndo tenha sido avaliado no
presente experimento. O mecanismo molecular da erecdo peniana envolve o
relaxamento da musculatura lisa (arteriolar e trabecular), que € na verdade uma
mudanca no tbnus contratil através da reposicdo do estado pre-contratil
(adrenégico) acompanhado por diminuicio do Ca®** efou pela diminuicio da
sensibilidade do maquinario contratil ao Ca?* . A reducio na concentracio do
Ca?* citosdlico é promovida pelo AMPc, GMPc ou por ativagio dos canais de

potassio com hiperpolarizagdo, que previne a abertura dos canais de célcio



voltagem dependentes. A guanilato ciclase, que cataliza a conversdo da
guanosina trifosfato para GMPc é ativada pelo NO (Snyder, 1992). O GMPc
ativa a proteinoquinase G, que através de multiplas fosforilagbes facilita o
sequestro do calcio e reduz a entrada do mesmo para a célula (De Tejada, 2002).
Assim, a inibicdo da sintese de NO pelo L-NAME pode adversamente afetar a
erecdo peniana e acentuar a influéncia do tonus contratil adrenérgico levando a
uma disfuncéo erétil. Além disso, foi comunicado recentemente, que o L-NAME
induz deficiéncia somatica motora (Araki et al.,, 2001), que pode também
contribuir para dificultar a monta e a intromissdo. A taxa de cobertura deve ser
relacionada a motivacdo sexual, enquanto a frequéncia é reconhecida como
pardmetro util da potencialidade erétil masculina ou de sensibilidade peniana
(Miesel et al., 1994). A reduzida receptividade de fémeas aos machos tambem
pode afetar a taxa de cobertura. A receptibilidade das ratas foi demonstrada antes
do teste de comportamento sexual e apenas animais receptivos foram utilizados
para 0 mesmo.

O testiculo tem duas funcdes; sintese de hormonios esteroidais e
espermatogénese. Esses processos ocorrem em estruturas anatomicamente
distintas. A funcdo enddcrina é desempenhada por células embutidas entre os
tubulos seminiferos, enquanto a espermatogénese, processo de producdo de
espermatozoides, ocorre dentro dos tubulos. Em resposta a estimulagdo do
hormonio luteinizante (LH), proveniente da adeno hipofise, as células de Leydig
presentes no testiculo sdo responsaveis pela producédo de testosterona.

Uma das mais criticas influéncias que a inibicdo de NOS pode ter no



sistema reprodutivo é a inducdo da diminuicdo da secrecdo de testosterona. A
administracdo diaria de 40 mg/Kg de L-NAME durante oito semanas causou uma
diminuicdo significativa da concentracdo sérica de testosterona nos animais
utilizados nesse estudo. Foi demonstrado, que a remogéo de testosterona induzida
pela destruicdo das células de Leydig, interrompe 0 processo espermatogénico
(Sharpe et al., 1990). Esta influéncia parece ser focalizada no estagio VII do
epitélio seminifero, que ocorre imediatamente antes da espermiogénese e afeta
principalmente o espermatécito I, na etapa de paquiteno, a espermatide
arredondada e a espermatide em alongamento. Uma marcada degeneragdo dos
dois primeiros tipos celulares poderia resultar em um declinio do numero de
espermatozoides e a desintegracdo do ultimo tipo celular poderia potencialmente
estar associado a problemas no desenvolvimento de estruturas especializadas do
espermatozoide, como 0 acrossoma ou a cauda. Curiosamente, em nosso estudo,
observamos tanto uma diminui¢do do niumero de espermatozéides como aumento
de anormalidades morfoldgicas ap6s o tratamento com L-NAME e a microscopia
eletronica revelou defeitos acrossdmicos. A atividade secretdria normal do
epitélio epididiméario e de outros 6rgdos sexuais acessorios depende do nivel
plasmatico de andrdgenos, os quais estdo sob controle do FSH e o LH (Mann &
Ludwak-Mann, 1981). Durante o transito normal através do epididimo, o
espermatozoide desenvolve gradualmente a capacidade para fertilizar o 6vulo sob
a influéncia de suprimento androgénico proveniente dos testiculos (Ogebin-Crist
& Jahad, 1978; Moore & Bedford, 1979). A discreta ruptura do epitélio

observada na periferia dos tubulos seminiferos de ratos machos tratados com



L-NAME, pode ser uma consequéncia da diminuicdo do fluxo sanguineo para o0s
testiculos, devido ao fato da inibicdo crénica da NOS induzir hipertensdo e
reduzir o fluxo plasmatico renal e a taxa de filtracdo glomerular (Gabbai, 2001).
Uma segunda consequéncia da diminuicdo dos niveis de testosterona
poderia ser uma influéncia adversa sobre o comportamento sexual. A presenca de
testosterona € necessaria para a liberacdo de dopamina na MPOA durante
condicdes basais e apds estimulo sexual. Os niveis de dopamina nesta area reflete
ativacdo motora primaria, além de aspectos de motivacdo de comportamento de
cépula (Damasma et al., 1992), que é influenciado pelo sistema mesolimbico
(Everitt et al., 1989). Uma maneira pela qual a testosterona pode promover
liberacdo de dopamina € através da regulacdo crescente de NOS, que por sua
vez, por acdo do NO, aumenta a liberacdo de dopamina (Hull et al., 1997).
Microinjecdes de inibidores de NOS na MPOA inibe a habilidade de machos
virgens de copularem (Moses & Hull, 1999). Além do mais, a administragcdo de
L-arginina por meio de microdidlise reversa na MPOA aumenta a taxa de
cobertura (Sato et al., 1998). Assim, parece que o bloqueio parcial da secrecdo de
testosterona acompanha as mudancas induzidas pelo L-NAME na taxa de
cobertura e na frequéncia de intromissdo. Contudo, os dados publicados a
respeito dos niveis de testosterona in vitro e in vivo em resposta a tratamento com
doadores de NO e inibidores da NO sintetase, sobre os niveis de testosterona séo
confusos. Nesses estudos, ratos machos tratados com doadores de NO ou com
inibidores da NOS mostraram um aumento significativo da testosterona sérica, e

do fluido intersticial, bem como um aumento quando os animais foram



tratados com inibidores de NOS em estudo feito com fatias testiculares in vitro.
Enquanto Adams et al.(1994) comunicavam efeito ndo significativo do doador de
NO dinitrato de isosorbide sobre a esteroidogénese testicular, Del Punta et al.
(1996) demonstraram um efeito inibitorio de doadores de NO neste processo. A
razd0 para esta discrepancia entre esses e 0S nossos resultados pode
provavelmente ser atribuida ao tipo de doador de NO/ou inibidor de NOS
utilizado e/ou a dosagem utilizada. A dose de L-NAME utilizada em nossos
protocolos experimentais ndo acarretou qualquer alteracdo no peso corporal ou
no peso relativo dos testiculos, vesicula seminal e prostata.

Diversos estudos sugerem que as células testiculares sdo bem equipadas
com a via NO-GMPc, que pode participar na regulagédo da funcdo testicular,
como a espermatogénese e esteroidogénese (Davidhoff et al., 1995; Zini et al.,
1996; Tatsumi et al., 1997; Wang et al., 1997). A esteroidogénese nas células de
Leydig ha muito tempo tem sido reconhecida como estando sob o controle do
eixo hipotalamico-hipofisario-testicular. Burnett et al. (1995) demonstraram a
capacidade do testiculo em sintetizar NO através de varios tipos celulares.
Técnicas de imunohistoquimica e avaliacdo de RNAm estabeleceram, que a
NOSi é expressaconstitutivamente nas células de Leydig e de maneira especifica
nas células de Sertoli, nas células peritubulares e nas células espermatogénicas de
testiculos normais (O’Bryan et al., 2000), sugerindo um novo papel para a NOSi
na regulacdo autdcrina ou paracrina da vasculatura testicular, na esteroidogénese
nas células de Leydig e na espermatogénese. Outras células produtoras de NO,

principalmente as células endoteliais, mastdcitos e macrofagos séo



observadas numa associacdo intima com as células de Leydig e foram descritas
como moduladoras da biossintese de testosterona (Hutson, 1992; Burnett et al.,
1995). Tornou-se dificil neste estudo, precisar se 0 L-NAME diminuiu a
producdo de testosterona por efeito direto no testiculo ou se através da inibicao
da liberacdo de LHRH e LH. Alguns estudos tém demonstrado, que o L-NAME
inibe a liberagdo de LHRH e de LH (Rettori et al., 1993; Pinilla et al., 1999), que
sdo necessarios para a estimulacdo das células de Leydig para producdo de
androgenos (Soez, 1994). A habilidade dos ratos tratados com L-NAME em
acasalar foi mantida apesar do baixo nivel sérico de testosterona, que foi
suficiente para o comportamento de cobertura normal, porém foi insuficiente
para a manutencdo da capacidade fertilizante do espermatozoide epididimario.

O papel do NO na modulacdo do processo reprodutivo em fémeas tem
sido estudado com maior intensidade. Por exemplo, o papel do NO no processo
de ovulacédo, implantacéo e gestacdo foi bem estabelecido (Rosselli et al., 1998;
Dixit & Parvizi, 2001). Biswas et al. (1998) demonstraram, que a inibicdo da
NOS pelo L-NAME acarreta um retardo no crescimento embrionario e falha no
processo de implantacdo, o que pode ser atenuado pelo nitroprussiato de so6dio ou
por outro doador de NO. A reducdo cronica da producdo de NO pelo L-NAME
no terco final da gestacéo (entre os dias 13 e 20 na dose de 0,1 a 6 mg/ml na 4gua
de beber, que resulta em aproximadamente em 6 a 60 mg/dia) demonstrou a
inducdo de uma reducéo significativa do crescimento intrauterino dos fetos, além
de processo necrotico hemorragico em ratas (Diket et al., 1994). Este efeito do L-

NAME foi previnido pela co-administragdo do nitroprussiato de sodio,



sugerindo que o desenvolvimento fetal é mediado pelo NO. Por outro lado,
poucos estudos foram direcionados no intuito de conhecer o efeito da inibicdo do
NO na reproducéo de ratos machos. O efeito sobre os parametros reprodutivos
em animais normalmente comega com o reconhecimento do surgimento de por
exemplo diminuicdo da producdo espermatica, impoténcia e infertilidade. O
efeito da L-arginina, o substrato para a sintese de NO, sobre a funcéo reprodutiva
de ratos machos tem sido recentemente examinado. Os resultados mostraram que
0 tratamento com L-arginina (200mg/kg/dia , v.o. por um periodo de 7 dias
consecutivos), efetiva e reversivelmente inibiu a fertilidade em ratos machos
(Ratnassoriya & Dharmasiri, 2001), indicando que a producdo elevada de NO
pode ser em detrimento da fertilidade masculina. Contudo, ndo existem estudos
que tenham avaliado os efeitos de inibidores da NOS na fertilidade masculina.

A influencia adversa do L-NAME na funcdo testicular, na contagem
espermatica epididimaria e nas anormalidades observadas neste estudo indicam
fortemente, que este é capaz de diminuir a fertilidade de machos mamiferos.
Portanto, foram analisados os efeitos da inibicdo da NOS na fertilidade de ratos
machos adultos. A administracdo diaria de L-NAME (40mg/kg/dia, i.p., durante
um ciclo espermatogénico) resultou no impedimento da fertilidade. O L-NAME
suprimiu significativamente a fertilidade tanto quando foi feita a mensuracao do
namero de implantacBes quanto de gestacdo, quando comparado ao grupo
controle tratado com salina, o que € indicativo de algum tipo de interrupcéo da
funcéo espermaética como o transporte do espermatozéide na fémea, capacitacdo,

reacdo acrossémica penetracdo na zona pelucida ou fusdo do espermatozéide



com o Ovulo (Wassarman, 1987). Com vistas a isso, tem sido mostrado que a

inibicdo da NOS durante a capacitacdo espermatica impede a fertilidade “in
vitro” e a reacdo acrossomica espontanea em camundongos (Herrero et al., 1997).
O ndmero de fémeas acasaladas com machos receberam tratamento com L-
NAME foi altamente reduzido, resultando numa inibicdo de 75% da fertilidade.
O efeito inibitério do L-NAME em ratos machos pode ser atribuido a inibicéo da
NOS, que suprime a integridade funcional testicular e/ou epididimaria,
possivelmente inibindo a secrecdo de andrdgeno local e/ou de gonadotrofina. A
privacdo de andrdgeno, ndo somente suprime a espermatogénese, levando a uma
baixa concentracdo espermatica, mas também altera o meio epididimario, que
torna-se inadequado a maturacdo e sobrevivéncia do espermatozoide (Setty,
1979; Rao & Mathur, 1988; Rao & Shah, 1988). A concentracdo e morfologia
esperméatica no epididimo foi, entretanto, adversamente afetada apds a
administracdo do L-NAME. Uma concentracdo inadequada de espermatozoides
ndo pode penetrar o muco cervical, levando a uma falha na fertilizacdo do Gvulo.
O presente estudo demonstrou, que a inibi¢gdo da NOS pode impedir a fertilizagado
em ratos devido a interferéncia nos niveis de andrégenos testiculares.

O estudo atraves da microscopia Otica e eletrénica demonstrou alteracdes
morfolégicas. Dentre as alteragbes encontradas na avaliacdo atraves da
microscopia eletronica, o rareamento das cristas mitocondriais presentes nas
celulas de Leydig pode estar relaciona as alteracBes da concentracdo sérica da
testosterona, tendo em vista que o metabolismo do colesterol tem etapa

mitocondrial. Além disso, o comprometimento da integridade mitocondrial



afeta a cadeia respiratéria celular podendo corroborar para a geracdo de espécies
reativas de oxigénio podendo acarretar citotoxicidade. Uma grande quantidade de
vacuolos, estruturas compativeis com processo degenerativo celular, foi
encontrana na porcao periférica do parénquima testicular, quando da avaliacdo
através de microscopia Otica e mais detalhadamente nas células de Leydig e
Sertoli, através da microscopia eletrénica.

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo oferecem evidéncias, de
que o NO age como um importante mediador dos processos reprodutivos
masculinos tais como descida testicular, comportamento sexual e fertilidade.
Estudos futuros podem corroborar na avaliacdo do uso de moduladores da sintese
de NO para o tratamento de desordens reprodutivas especificas tais como

impoténcia e infertilidade masculina.



6. CONCLUSOES

6.1 O oxido tem papel modulatorio na descida testicular

6.2 O oOxido nitrico medeia a neurotransmissdo inibitdria responsavel pela

estimulacdo colinérgica associada a emissdo seminal

6.3 A inibicdo da dxido nitrico sintetase durante um ciclo espermatogénico
suprimiu a funcéo testicular resultando na diminuicdo da secrecdo de

andrdgenos e comprometeu a espermatogénese.

6.4 A inibicdo da 6xido nitrico sintetase prejudicou a fertilizacdo em ratos

machos, fato este, atribuido principalmente as disfungdes testiculares.

Os dados obtidos sugerem, que o Oxido nitrico € uma molécula
mensageira importante nos processos reprodutivos de machos. Desta
forma, moduladores da Oxido nitrico sintetase podem ser vistos como
ferramentas potenciais para o tratamento da impoténcia e da infertilidade

masculina.
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